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SOMMAIRE 
 
De nos jours, le scénario d’une pandémie à l’échelle mondiale est de plus en plus surveillé par 
l’Organisation mondiale de la santé en plus d’être exploité par le cinéma et les médias à sensations 
fortes. La réalité est que plusieurs épidémies ont ravagé la population sur terre à travers les époques 
telle que ce fut le cas lors de l’éclosion de la peste noire au XIV siècle en Europe et en Asie ou encore 
le VIH en Afrique encore aujourd’hui. La grande majorité des populations étant concentrée dans des 
mégalopoles et le transport international étant toujours plus développé et accessible rend une simple 
épidémie susceptible de se transformer rapidement en pandémie. Plus récemment, l’éclosion de la 
grippe aviaire H5N1 a décimé d’importantes populations d’oiseau en Asie et certains cas de 
contamination humaine fatale ont même été répertoriés. Comme les virus mutent rapidement, il serait 
donc pertinent de connaître leurs mécanismes de prolifération et tenter de les maîtriser afin de les 
neutraliser avant l’éclosion d’une souche se propageant d’humain à humain.  
 
Or, il a été découvert qu’une famille d’endoprotéases à sérines, les proprotéines convertases, sont 
impliquées dans diverses pathologies dont l’influenza-A H5N1. La furine, première proprotéine 
convertase à avoir été découverte, semble à l’origine de l’activation de ces virus. Nous avons donc 
choisi d’entreprendre la conception de divers inhibiteurs de furine dans le but de développer un agent 
antiviral contre cette pathologie. En ayant une approche impliquant la biologie structurelle et en 
effectuant une conception rationnelle d’inhibiteurs, nous avons développé des inhibiteurs de furine 
ayant à la fois une bonne affinité pour l’enzyme ainsi qu’une bonne stabilité en milieu biologique, tout 
en tentant de comprendre les principes fondamentaux de la liaison avec ces enzymes. 
Nos résultats ont démontré que diverses techniques peuvent être exploitées afin de concevoir des 
composés pouvant cibler la furine avec une bonne affinité. Le rationnel derrière la conception de ces 
composés a été démontrée à l’aide d’outils modernes de visualisation tridimensionnels de biomolécules 
en mettant en évidence les fonctionnalités importantes des complexes enzymes-substrat et enzyme-
inhibiteurs afin de bien vulgariser la biologie structurelle inhérente au projet. 
 
 
Furine, proprotéines convertases, influenza-A H5N1, chimie click, inhibiteurs macrocycliques, 
peptidomimétiques, biologie moléculaire 
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INTRODUCTION 
 
I.1 Généralités sur l’influenzavirus A, sous-type H5N1 
 
L’influenzavirus A est un type de virus grippal dont la virulence s’étend de faiblement pathogène 
comme dans le cas d’une simple grippe saisonnière à hautement pathogène pouvant provoquer une 
pandémie à l’échelle mondiale. Ces virus infectent majoritairement les oiseaux, mais certaines souches 
ont aussi le potentiel d’infecter les humains et autres mammifères. L’infection cible majoritairement les 
cellules des voies respiratoires causant des symptômes divers tels que la fièvre, fatigue musculaire, 
difficultés respiratoires, toux et céphalée. Le facteur majeur de transmission entre humains est par voie 
aérienne via de minuscules gouttelettes de muqueuses contenant une concentration importante du virus 
qui sont expulsées par la toux et les éternuements des gens affectés.  
 
Ces virus sont formés d’un noyau contenant huit simples brins d’ARN codant pour onze différentes 
protéines aux diverses fonctions biologiques.
1
 L’une d’elle, la protéine  « M1 » s’auto-assemble en 
multimères formant une capsule icosaèdrale protégeant le matériel génétique de l’environnement. Cette 
capsule est ensuite enveloppée d’une membrane de phospholipides qu’elle se procure à partir de la 
membrane cellulaire de la cellule hôte. De multiples glycoprotéines y sont insérées servant à la 
communication entre le virion et le milieu extérieur tel que la reconnaissance cellulaire et le 
relâchement hors de la cellule hôte. Ces glycoprotéines sont appelées hémagglutinines et 
neuraminidases et il existe pour chacune différentes séquences ayant été identifiées. À ce jour, il a été 
identifié 16 différentes hémagglutinines nommées H1, H2, …, H16 ainsi que 9 différentes 
neuraminidases nommées N1, N2, …, N9 donnant une possibilité de 144 combinaisons possibles. La 
nomenclature de ces sous-types viraux consiste à nommer le type d’hémagglutinine suivi du type de 
neuraminidase dont est constitué le virus, par exemple « H1N1 ». Seuls les virus de souche H1, H2 et 
H3 sont davantage responsables des infections chez l’humain alors que la plupart des autres souches 
ciblent davantage les oiseaux. Quant à eux, les sous-types H5 et H7 sont particulièrement virulents et 
fatals chez les oiseaux et ont causé différents ravages dans la population aviaire au cours du dernier 
siècle.
2
 En plus des protéines M1 de la capside et des glycoprotéines, les influenzavirus sont pourvus 
d’autres protéines aux diverses fonctions. Les protéines M2 assemblées en hétérotétramère forment des 
canaux ioniques reliant l’intérieur du virion au milieu extérieur. Il existe aussi des ribonucléoprotéines 
  2 
situées à l’intérieur de la capsule virale qui interagissent avec l’ARN de façon semblable à celle des 
histones avec l’ADN en permettant l’enroulement de l’ARN simple brin de façon à le rendre plus 
compact. Certaines autres protéines non structurelles vont plutôt se lier à l’une des extrémités 3’ de 
l’ARN viral consistant en une queue poly-adénine servant d’étiquette pour la différenciation avec les 
autres ARN du milieu lors de la formation du virus. Finalement, les autres protéines pour lesquelles 
codent l’ARN de l’influenza A sont des polymérases servant à la réplication des gênes viraux dans la 
cellule hôte. 
 
Du au fait que le matériel génétique de l’influenza A est tronqué, c’est-à-dire constitué de 8 différents 
brins d’ARN, ainsi qu’au fait qu’il soit auto-assemblé de façon aléatoire, les influenzavirus sont très 
susceptibles de muter en de nouvelles souches virales hybrides, particulièrement lorsque 2 virus 
différents infectent le même organisme. On remarque d’ailleurs que l’humanité a été victime de 
différents sous-types d’épidémies grippale au cours du dernier siècle. La grippe espagnole de 1918 
ayant causé entre 20 et 100 millions de morts était une grippe de souche H1N1. En 1957, la chine 
découvre une nouvelle souche de grippe de sous-type H2N2 qui sera à l’origine de la mort d’entre 1 et 
1.5 millions de personnes en Asie. En 1968 à Hong-Kong éclate à nouveau la propagation d’une 
nouvelle souche de grippe cette fois de sous-type H3N2. Cette souche est aujourd’hui encore très 
répandue et forme la plupart des grippes saisonnières à travers le monde. Le nombre de morts associé à 
la grippe de type H3N2 est estimé à 36 000 personnes par année aux États-Unis seulement. En 2009 
éclate le retour d’une nouvelle souche de grippe H1N1 jusqu’alors inconnue et le nombre de morts à ce 





Bien qu’ayant causé beaucoup de morts à travers les époques, les souches de grippe H1, H2 et H3 
restent des grippes qualifiées de faiblement pathogènes contrairement aux souches H5 et H7. Bien qu’à 
ce jour ces souches ne soient transmissibles des oiseaux aux humains que dans de rares cas, elles ont le 
potentiel de subir des mutations les rendant transmissibles entre humains ce qui déclencherait une 
pandémie sans précédent à l’échelle mondiale. Pour qu’un tel scénario se produise, il suffit qu’une 
souche d’influenza A hautement virulente tel que H5 ou H7 soit hybridé avec une souche transmissible 
d’humain à humain. Or, se scénario est sensiblement possible de survenir dans un hôte intermédiaire tel 
que le cochon puisque celui-ci est à la fois susceptible d’être infecté par l’influenza aviaire que 
l’influenza humain. En 2004, un foyer d’infection d’influenza A H5N1 aviaire éclate en chine et se 
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propage à travers le globe. Une importante quantité d’oiseaux d’élevage sont abattus pour contenir la 
pandémie et entre 2003 et aujourd’hui, 607 cas d’humains infectés ont été enregistrés, dont 358 ont été 
fatal portant le taux de mortalité des personnes atteintes à 59%.
4
 Considérant le faible taux de survie des 
humains infectés et étant donné la possibilité d’une pandémie de grande envergure, il est impératif de 





I.2 Mécanisme d’infection de l’influenzavirus A H5N1 
 
La virulence des différentes souches de grippe provient principalement de la facilité d’un virus à 
reconnaitre et envahir une cellule hôte. Cette reconnaissance s’effectue par l’hémagglutinine qui se lie 
aux acides sialiques retrouvés en grands nombres sur les glycoprotéines des cellules épithéliales des 
voies respiratoires (Figure 1). Ironiquement, ces acides sialiques servent autrement de protection pour 








Figure 1. Acide sialique (à gauche) et homotrimère formant l’hémagglutinine (à droite)  
 
Une fois le virus fixé sur une cellule hôte, il pénètre à l’intérieur par endocytose sans toutefois 
enclencher son action infectieuse. À ce stade, le virus est isolé de la cellule dans un endosome et sa 
libération nécessite la fusion des deux membranes de phospholipides par une action mécanique afin de 


















Schéma 1. Endocytose des virus et fusion des membranes 
 
Or, cette opération est aussi effectuée par l’hémagglutinine, mais nécessite d’abord une activation par 
clivage protéolytique.
6
 L’hémagglutinine est en fait un complexe moléculaire inséré dans la membrane 
virale sous forme latente, formé de trois unités identiques HA0. Son activation nécessite le clivage par 
hydrolyse de HA0 en HA1 et HA2 qui sont maintenus l’un à l’autre par un pont disulfure. Au même 
moment, des pompes à protons sont activées sur la membrane endos male et le pH de l’endosome chute 
progressivement. L’action combinée du clivage de l’hémagglutinine et de la chute de pH induit alors un 
changement conformationnel libérant l’accès d’une région hydrophobe de HA2 qui s’insère alors dans 
la membrane endosomale. L’hémagglutinine subit alors une réorganisation conformationnelle majeure 
qui enclenche l’approche des membranes virale et endosomale jusqu’à ce qu’elles fusionnent (Figure 2)  

















Figure 2. L’hémagglutinine en action 
 
Le clivage de HA0 en HA1 et HA2 est donc une étape cruciale dans le mécanisme d’infection de 
l’influenza, car sans lui, le virus serait confiné dans l’endosome jusqu’à ce qu’il finisse par être 
complètement digéré par des enzymes de digestion et ce sans pouvoir se répliquer.
7
 Ainsi, si l’on 
parvient à inhiber l’action des protéases à l’origine de ce clivage, nous pouvons espérer neutraliser la 





Alors qu’il est encore contenu dans l’endosome, le virion subit une acidification du milieu 
intermembranaire par les pompes à protons de la membrane endosomale. Cette acidification active les 
hétérotétramères de protéines M2 formant des canaux ioniques ce qui acidifie ensuite le milieu à 
l’intérieur de la capside. Cette acidification permet la dissolution de la capside virale en libérant le 
matériel génétique dans la cellule. C’est à ce moment que la machinerie cellulaire de l’hôte est piratée 
et commence la réplication de l’ARN viral au noyau ainsi que la production de protéine virale dans les 
ribosomes. À cette étape, les protéines transmembranaires vont maturer dans le réseau trans-golgien 
(TGN : Trans-Golgi-Network, (schéma 1)) d’où elles seront ensuite envoyé vers la membrane cellulaire. 
À l’intérieur de la cellule, les nucléoprotéines et l’ARN viral s’assemblent l’un à l’autre et à ces 
complexes viennent s’ajouter les protéines M1 formant la capside virale. Finalement, la capside sera 
expulsée de la cellule par exocytose ce qui lui confèrera sa membrane de phospholipides, celle-ci étant 
maintenant pourvue des protéines transmembranaires virales nouvellement synthétisées. Par la suite, les 
neuraminidases vont permettre de cliver au passage les acides sialiques des glycoprotéines 
membranaires recouvrant la cellule diminuant ainsi la probabilité des hémagglutinines de s’y lier et 
facilitant l’expulsion du virus hors de la cellule ainsi que son transport extracellulaire.  
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I.3 Défenses naturelles de l’organisme 
 
Heureusement, le système immunitaire possède des moyens de contrer l’invasion virale grâce à la 
production d’anticorps. Ces anticorps vont se lier à la région HA1 n’ayant pas été activée de 
l’hémagglutinine en formant un complexe inhibant la liaison avec les acides sialiques, neutralisant ainsi 
la pénétration dans les cellules. Par la suite, le virus étant recouvert d’anticorps sera dégradé par les 
macrophages et autres cellules du système immunitaire tout en mémorisant la structure des anticorps 
efficaces dans des cellules mémoires. C’est sur ce mécanisme d’autodéfense qu’est basé le traitement de 
l’influenza A par l’administration de vaccins. Les vaccins contre l’influenza sont généralement des 
virus faiblement pathogènes dont la structure des hémagglutinines est très similaire à celles du virus 
dont on tente de se protéger, stimulant une réponse immunitaire qui sera mémorisée dans les cellules 
mémoires.  
 
Toutefois, tel que déjà mentionné, le virus de l’influenza A étant fait d’ARN tronqué, celui-ci mute très 
rapidement. Il est donc difficile de prévoir un vaccin efficace avant de connaitre les souches virales qui 
seront les plus répandues durant la saison de la grippe. Dans le cas de grippes saisonnières, les 
scientifiques récoltent des données sur les souches d’influenza ayant été les plus répandues dans les 
deux années précédant la formulation du vaccin. Bien qu’efficace pour diminuer le nombre de 
personnes atteintes de grippe saisonnière, cette méthode n’abolit pas totalement les risques d’infection 
et le virus peur muter de sorte que le vaccin perd toute son efficacité. Néanmoins, avec ou sans l’aide 
d’un vaccin, le système immunitaire parvient généralement à vaincre l’envahisseur, pourvu qu’il ne soit 
pas submergé par la menace ni qu’il ne produise une réponse immunitaire de trop grande envergure 
pour le corps.
10
 Ainsi, ralentir la prolifération virale permet de faciliter le travail du système 
immunitaire. C’est dans cette optique que les chercheurs se penchent sur le développent de traitements 
permettant de ralentir la prolifération de l’influenza A. 
I.4 Traitement ciblant les neuraminidases 
 
Les neuraminidases (figure 3) sont des enzymes qui ont pour fonction de cliver les acides sialiques des 
glycoprotéines à la surface des cellules. L’hydrolyse des glycoprotéines diminue ainsi les probabilités 
d’attachement des hémagglutinines aux surfaces des cellules facilitant le transport des virus à travers le 
système respiratoire.
11
 Puisque leur fonction tout comme la structure de leur substrat est connu depuis 
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les années 70, la compagnie pharmaceutique Boita entreprend dans les années 80 le développement 
d’un inhibiteur dans le but de ralentir la prolifération du virus.12 En 1989, grâce à un mélange de 
données cristallographiques et de modélisation, Biota parvient à découvrir une structure inhibant 
l’action des neuraminidases (figure 3) qu’ils nomment Zanamivir. Cette structure mime l’état de 
transition qu’atteint l’acide sialique lors de son hydrolyse avec une affinité pour l’enzyme 100 fois 
meilleure. Zanamivir est encore utilisé aujourd’hui comme agent antigrippal sous forme de poudre par 
inhalation sous le nom Relenza© et vendu par la compagnie GlaxoSmithKline. Dix ans plus tard, la 
compagnie Roche développe un second inhibiteur de neuraminidases appelé Oseltamivir (Tamiflu©), 
cette fois consommé oralement sous forme de prodrogue inactive devant être métabolisée par le 
système hépatique.
13
 Lors de l’éclosion de grippe H5N1 en 2005, plusieurs pays dont le Canada 
entrepose des quantités de Tamiflu© en prévention d’une pandémie. Aujourd’hui, il existe plusieurs 
inhibiteurs de neuraminidases ayant une affinité variable pour différentes souches virales. La 
cristallisation de ces nouvelles protéines ainsi que leur identification par diffraction de rayons X 
jumelée à la chimie computationnelle permet actuellement le développement de nouvelles structures 
ayant de différents profils inhibiteurs. Toutefois, il n’en existe  pas à ce jour qui a un effet sur tous les 
sous-types de neuraminidases et les fréquentes mutations du virus donnent chaque jour naissance à de 
nouvelles souches résistantes au traitement. Néanmoins, dans les cas où le traitement est efficace, 
l’administration du médicament dès l’apparition des premiers symptômes parvient à réduire 












Figure 3. Homotétramère d’une neuraminidase 
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I.5 Souche hautement virulente d’influenza A 
 
Cependant, bien que les virus de l’influenza aient sensiblement le même mécanisme de pénétration 
cellulaire, ils ne possèdent pas tous le même degré de virulence. Cela est principalement dû à la 
susceptibilité des diverses hémagglutinines à être activées par des protéases. Pour la plupart des 
hémagglutinines qui sont faiblement pathogènes, le clivage est effectué à la suite d’un résidu basique 
comme l’arginine ou la lysine par des endoprotéases. Plusieurs de ces endoprotéases peuvent être à 
l’origine de cette action dépendamment de l’endroit ou ce clivage aura lieu dans l’organisme. Bien que 
certaines de ces enzymes soient plus impliquées que d’autres dans ce clivage, aucune d’elles ne semble 
complètement responsable tel que sans sa présence le clivage n’aurait pas lieu. Cette observation 
décourage le développement de médicaments ciblant ces protéases, car les cibles pharmacologiques 
sont trop nombreuses. Or, les souches hautement pathogéniques d’influenza aviaire H5 et H7 ont subi 
des mutations ayant ajouté une série d’acides aminés basiques en amont du site de clivage modifiant 
ainsi leur motif de reconnaissance. Bien que cette séquence puisse toujours servir de substrat aux 
endopeptidases à motif de clivage monobasique, ce clivage peut désormais être effectué à de multiples 
endroits dont certains résultent en l’ajout de résidus basiques en N-terminal du fragment HA2. Or, cet 
ajout de résidus chargés peut interférer avec l’insertion dans la membrane en atténuant ou inhibant la 
fusion avec la membrane virale. Toutefois, cette mutation ne rend pas le virus moins dangereux pour 
autant. Bien que le clivage par les enzymes à motifs monobasiques puisse atténuer l’efficacité de 
l’hémagglutinine, celle-ci possède désormais les attributs nécessaires pour devenir le substrat d’une 
nouvelle endopeptidase; la furine. La furine fait partie de la famille des proprotéines convertases et 
possède une cavité catalytique pouvant accueillir plusieurs résidus basiques avec une excellente affinité 
tout en effectuant leur hydrolyse préférentiellement au dernier acide aminé de la séquence sans affecter 
l’efficacité du mécanisme de fusion des membranes. De plus, tout comme les protéines virales lors de la 
synthèse de nouveau virion, la furine est synthétisée dans le réticulum endoplasmique et est ensuite 
envoyée dans le réseau trans-golgien ou elle sera amenée à maturation avant d’être expédiée à la 
membrane cellulaire par un transport vésiculaire. La distribution de la furine dans la cellule semble 
donc correspondre avec celle des protéines virales nouvellement synthétisées. C’est donc dire que ces 
protéines ont une probabilité importante de se rencontrer avant même la formation de nouveaux virus, 
donnant ainsi un assemblage viral aux hémagglutinines préclivées. À ce stade, il ne suffit plus qu’une 
baisse de pH pour activer le changement conformationnel de la protéine ce qui facilite la prolifération 
virale. Afin d’obtenir des évidences de la facilité d’activer ces hémagglutinines préclivées, certains 
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chercheurs ont voulu tester l’effet de certaines crèmes et aérosols acides sur des tissus infectés.14 
Puisque l’acidification du milieu environnant les hémagglutinines préclivées enclenche leur activation, 
ces chercheurs sont parvenus à inhiber la prolifération virale en activant les hémagglutinines avant leur 
incorporation dans un endosome. Puisque le changement conformationnel final est irréversible, ces 
virus ont été désactivés par le déclenchement précoce de leur machinerie cellulaire. Que les 
hémagglutinines soient préactivées représente un facteur majeur expliquant la haute virulence de ces 
souches d’influenza A.7 Toutefois, cette constatation n’explique pas à elle seule le phénomène et 
d’autres facteurs pourraient y contribuer, mais ne seront pas discutés dans cet ouvrage. 
 
Ces constatations sur les mécanismes de la préactivation des hémagglutinines par la furine ont amené 
les chercheurs à se poser plusieurs questions sur les moyens potentiels de déjouer le virus. Avec le 
groupe du professeur Robert Day, nous travaillons depuis quelques années à comprendre les enzymes 
de la famille des proprotéines convertases et l’implication de chacune dans certaines pathologies. À la 
lumière de ces observations, nous en sommes venus à émettre l’hypothèse suivante : est-il possible de 
freiner considérablement la prolifération des souches hautement pathogènes d’influenza A H5N1 en 




I.6 Généralités sur les proprotéines convertases 
 
La furine fait partie d’une famille d’enzymes appelées proprotéines convertases. Ces enzymes sont 
responsables de la conversion de prohormones en hormones ainsi que de la conversion de précurseurs 
de facteur de croissance en leur forme mature. Ils sont formés de deux domaines distincts soit le 
domaine catalytique effectuant l’hydrolyse des substrats ainsi que le domaine P, structure en baril bêta 
participant au maintien de la structure tertiaire du domaine catalytique et portant diverses fonctions de 
signalisation qui ne seront pas discuté dans cet ouvrage.
16
 Les convertases nouvellement synthétisées 
possèdent une chaperonne moléculaire appelée prodomaine servant au bon repliement de l’enzyme ainsi 
qu’à l’inhibition du site catalytique avant son entrée dans les voies de sécrétion. Cette chaperonne subit 
un clivage autocatalytique lorsqu’activée par une baisse de pH associée à sa progression dans le réseau 
trans-golgien.
17
 Libérées de leur chaperonne, les convertases subissent un léger changement 
conformationnel, le site actif devient accessible et alors s’entame leur activité catalytique d’hydrolase.  
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Les convertases sont des endoprotéases à sérine ce qui signifie qu’elles effectuent le clivage de substrats 
peptidiques entre deux résidus non-terminaux grâce à une attaque nucléophile d’un alcool sur le 
carbonyle du lien peptidique. Le rôle de l’enzyme est de stabiliser la conformation réactive d’un amide 
spécifique de la séquence en abaissant l’énergie d’activation nécessaire pour l’hydrolyse. Cette 
hydrolyse nécessite la participation de quelques résidus finement alignés les uns aux autres pour 
augmenter le caractère nucléophile de la sérine tout en stabilisant les transferts de charges impliqués 
dans la réaction. Le schéma 2 montre ce mécanisme de l’hydrolyse d’un amide impliquant la 
participation de la triade commune aux protéases à sérine formée des résidus aspartame, histidine et 
sérine ainsi que la stabilisation du carbanion par une asparagine. 
 
Schéma 2. Mécanisme de l’hydrolyse par les protéases à sérine 
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On nomme « Pn » les positions des acides aminés ou « n » est le numéro de la position relative de 
l’acide aminé par rapport au coté N-terminal du site de clivage et Pn’ les acides aminés du côté C-









Figure 4. – Nomenclature des positions des acides aminés dans un substrat de protéase. 
 
Les substrats des convertases ont tous en commun une séquence multibasique suivant le motif R-X-(K 
ou R)-R-//-X où X représente une position ayant un résidu variable et -//- représente le site de clivage. 
Les résidus P4, P2 et P1 semblent donc être à l’origine de l’affinité des substrats pour l’enzyme. 
Puisque ces résidus portent tous une charge à pH cellulaire, il est raisonnable de penser que l’enzyme 
contrebalance ces charges par l’incorporation de résidus acides (soit l’aspartate et le glutamate) dans les 
sous-sites S4, S2 et S1 de la pochette catalytique. Effectivement, la cristallisation en 2003 par le groupe 
de Stefan Henrich et al. de la furine murine, partageant 94% d’homologie avec la furine humaine (99% 
d’homologie pour le domaine catalytique seulement), permit d’effectuer l’identification de la structure 
tridimensionnelle de l’enzyme par diffraction des rayons X (pdb : 1P8J).18  Cette expérience fut réalisée 
suite à une préincubation avec l’inhibiteur covalent décanoyl-RVKR-chlorométhylcétone (dec-RVKR-
cmk). Cet inhibiteur ne possède pas d’amide en position C-terminale et plutôt que de se faire attaquer 
au carbonyle par la sérine, il subit une Sn2 par l’histidine de la triade catalytique formant une liaison 
covalente stable avec l’enzyme. Le schéma 3 montre le mécanisme de cette réaction. 
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Schéma 3. Mécanisme d’inhibition par des inhibiteurs suicide de type chlorométhylcétone 
 
L’inhibiteur ainsi fixé dans le site catalytique permet l’étude tridimensionnelle du cristal révélant ainsi 
l’importance des interactions électrostatiques et de la structure secondaire dans la liaison enzyme-
substrat. On peut notamment y remarquer que l’inhibiteur s’insère dans le site catalytique avec une 
conformation en feuillet bêta antiparallèle en plus de pouvoir analyser et quantifier les énergies de 
liaison individuelles de chaque chaine latérale dans leur sous-site catalytique. L’analyse plus 
approfondie de ces données cristallographiques sera effectuée dans le chapitre 2.  
 
La furine murine est à ce jour la seule convertase ayant une activité catalytique dont la structure 
cristalline a été élucidée. Toutefois, parmi les convertases figure une enzyme qui ne possède pas 
d’activité catalytique ; PCSK9. PCSK9 effectue ses fonctions biologiques en se liant avec d’autres 
protéines plutôt que par l’hydrolyse de substrats.19 Pourtant, elle possède un domaine ayant une 
structure fortement ressemblante au domaine catalytique des autres convertases et possède aussi la 
triade catalytique formée des résidus aspartate, histidine et sérine. L’absence d’activité catalytique 
s’explique par la conservation du prodomaine dans la cavité catalytique de l’enzyme. Cette interaction 
entre le prodomaine et l’enzyme peut être observée dans diverses structures obtenues par rayon X de 
PCSK9. Tout comme l’inhibiteur dans le cristal de la furine, le prodomaine s’insère dans le site 
catalytique de PCSK9 dans une conformation de feuillet bêta antiparallèle. Ces informations 
préliminaires sur l’interaction des proprotéines convertases et leurs substrats peptidiques représentent 
un point de départ intéressant pour la conception d’un inhibiteur de la furine (figure 5).  









Figure 5. Comparaison entre la structure Rayon X de la furine à gauche (1P8J.pdb)
18




 à droite. Les fragments en rouges divergent l’un de l’autre dans les deux structures, mais 
conservent le fragment servant à accueillir un feuillet bêta antiparallèle avec le substrat. 
 
Finalement, l’un des derniers éléments essentiels dans la structure des convertases est la présence de 
deux ions calcium chélatés par divers groupements anioniques à deux endroits distincts dans 
l’enzyme.21 Le premier sert à maintenir la structure active de l’enzyme après le clivage du prodomaine 
lequel induit un léger changement de conformation du fragment N-terminal dans l’enzyme.17 Le second 
est tout autant important, sinon plus, car il est situé extrêmement près du site catalytique et est impliqué 
dans le rapprochement de plusieurs glutamates et aspartates  servant à la forte liaison du résidu P1 (voir 
chapitre 2). 
 
I.7 Les inhibiteurs de convertase  
 
I.7.1 Les séquences des prodomaines 
Dans le but de défricher le terrain quant au développement d’inhibiteur de proprotéines convertases, le 
groupe du Pr. Day s’est intéressé à tester le potentiel d’inhibition les fragments C-terminaux des  
prodomaines de chacune des convertases sur la furine. Pour se faire, ils ont effectué un test de cinétique 
enzymatique pour déterminer la concentration à laquelle chacun des peptides inhibe la moitié de 
l’activité catalytique d’un enzyme (la façon de procéder à cette analyse sera développée au chapitre 2). 
Plus la constante d’inhibition (simplifiée « Ki ») est faible, plus l’inhibiteur est efficace. Le tableau 1 
montre les résultats qu’ils ont obtenus.  
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Séquence de Prodomaine Ki (nM) 
LEQQVAKRRTKR (Furine)   184 
ALQQEGFDRKKR (hSPC2) >1000 
AEQQYEKERSKR (mSPC3) >1000 
LQQQEVKRRVKR (hSPC4)   145 
FEQQTLRRRVKR (mSPC5)   123 
IQQQVVKKRTKR (hSPC6)   166 
HSEQRLLRRAKR (hSPC7) >1000 
 
Tableau 1. Potentiels d’inhibition des prodomaines de PCs sur la furine.22 
 
Plusieurs informations peuvent être tirées de ces résultats. Tout d’abord, on observe que des peptides 
peuvent bel et bien être utilisés comme inhibiteur de convertases avec une bonne inhibition de l’ordre 
du nano molaire. Toutefois, l’inhibition par les prodomaines provient non seulement des propriétés 
chimiques des résidus dont est constituée la séquence peptidique, mais aussi de la structure secondaire 
et tertiaire du prodomaine qui interagit avec une région de la furine ne se limitant pas qu’à la cavité 
catalytique. Ainsi, les fragments C-terminaux de ces prodomaines ne possèdent pas cette structure 
tertiaire et l’inhibition provient donc seulement que de la séquence. Or ces séquences peptidiques ont 
une mauvaise sélectivité parmi les convertases et l’inhibition non sélective des PCs pourrait 




I.7.2 Les séquences multibasiques d’hémagglutinine H5 et H7 
Puisque les souches H5 et H7 des hémagglutinines des influenzas A hautement pathogéniques sont 
clivés par la furine, un peptide mimant leur séquence peptidique est potentiellement un bon inhibiteur 
de la furine. Ainsi, en synthétisant des peptides utilisant les séquences de clivage des hémagglutinines 
virales, le groupe de Shiryaev et al. est parvenu à déterminer quels sont les éléments essentiels d’une 






















Figure 6. Étude dérivée des séquences de clivage des hémagglutinines H5
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Ainsi, après avoir testé une panoplie d’inhibiteurs peptidiques multibasiques sur la furine, ils sont 
parvenus à choisi un inhibiteur ayant un potentiel d’inhibition compétitive supérieur aux autres de 
l’ordre du nanomolaire. Cet inhibiteur contient onze résidus soit la séquence H-TPRARRRKKRT-NH2 
et un Ki de 23 nM (figure 6). Par la suite, le groupe de Remacle et al. a procédé à une analyse 
supplémentaire dans laquelle ils ont analysé la longueur idéale de cette séquence en faisant varier le 
nombre de résidus du coté N-terminal pour en arriver à une séquence de neuf acides aminés naturels 
ayant la séquence Ac-RARRRKKRT-NH2 (Ki = 8 nM) (notez que l’extrémité N-terminale a été 
acétylée et l’extrémité C-terminale est une amide pour conserver les extrémités neutres).25 Cet 
inhibiteur peptidique, maintenant synthétisé régulièrement dans le laboratoire du professeur Day servira 
de modèle peptidique tout au long de se mémoire. Le motif de clivage des proprotéines convertases est 
respecté par cette séquence et le site de clivage théorique est entre la dernière arginine et la thréonine 
(en format texte, on désigne le site de clivage par deux traits obliques tel que la séquence peut aussi 
s’écrire Ac-R-A-R-R-R-K-K-R-//-T-NH2). Il est à noter que cette séquence possède deux fois le motif 
de reconnaissance des proprotéines convertases puisque les résidus P8 à P5 possèdent eux aussi la 
séquence R-X-(K/R)-R soit : Ac-R-A-R-R-//-R-K-K-R-T-NH2 (figure 7). Toutefois nous supposons 
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que le premier site de clivage mentionné est celui de plus grande importance, car la présence de résidus 









Figure 7. – Structure du modèle d’inhibiteur peptidique utilisé comme inhibiteur peptidique contrôle 
dans la conception de peptidomimétiques : Ac-RARRRKKRT-NH2, (Ki = 8 nM).
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Il n’est pas surprenant que les inhibiteurs peptidiques soient de bons inhibiteurs compétitifs puisque la 
furine et les autres PCs ont pour fonction d’hydrolyser des peptides. Ainsi, toute molécule possédant 
des fonctionnalités semblables au substrat de ces enzymes devrait posséder d’excellentes constantes 
d’inhibition sur la furine.26 
 
I.7.3 Inhibiteurs macromoléculaires 
Les mammifères possèdent un moyen naturel d’inhiber les protéases à sérine afin de contrôler plus 
finement leur action en milieu biologique. Leur nom « serpine » provient de l’anglais « serine protease 
inhibitor » et il s’agit d’une macromolécule servant à piéger ces enzymes irréversiblement pour ensuite 
les envoyer se faire détruire par d’autres mécanismes cellulaires. L’inhibition par les serpines est basée 
sur la structure tertiaire de celle-ci ainsi que sur le mécanisme réactionnel des protéases à sérine déjà 
mentionnée. La structure tertiaire des serpines (figure 8) possède d’abord un feuillet bêta mixte à quatre 
brins dont ceux du centre sont parallèles. L’un de ces brins se poursuit en une anse non incluse dans une 
structure secondaire et situé dans une région en surface de la protéine. Cette anse peut être constituée de 
différents résidus dépendamment du motif de reconnaissance de la cible de cette serpine. Lorsque la 
protéase à sérine reconnait le motif et clive le brin pour former l’intermédiaire acyle-enzyme, la tension 
de cycle contenu dans cette anse est libérée et il se produit un changement conformationnel majeur dans 
lequel le fragment C-terminal, lié de façon covalente à la protéase, vient s’insérer entre les deux brins 
parallèles telle une double fermeture éclair formant un nouveau feuillet bêta antiparallèle. Suite à ce 
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changement conformationnel, le complexe acyl-enzyme devient impossible à hydrolyser et les deux 















Figure 8. – À gauche : Serpine avant le clivage de la protéase à sérine. À droite : Complexe acyl-




En plus des serpines, la nature fabrique aussi des macromolécules effectuant une inhibition de type 
compétitive. La méthode est souvent la même, il s’agit généralement de molécules dont l’un des 
fragments est maintenu dans la conformation active pour se lier à l’enzyme cible. Cette conformation 
est souvent rigidifiée par l’implication de structure secondaire ou par des ponts disulfures reliant deux 
cystéines l’une à l’autre. Ces inhibiteurs sont davantage basés sur leur structure maintenant la 
conformation idéale du fragment venant s’insérer dans la protéase à sérine plutôt que sur la séquence 
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Figure 9. Tendance structurelle des inhibiteurs biologiques de protéases à sérine. a) Ovomucoïde en 
complexe avec la trypsine (1z7k.pdb). b) Egline-C en complexe avec la subtilisine Carlsberg 
(2sec.pdb). c) Ecotine en complexe avec la chymotrypsine (2y6t.pdb). d) Streptomyces en complexe 
avec la subtilisine (2sic.pdb). e) Inhibiteur de type Kazal en complexe avec la chymotrypsine (1cgi.pdb) 
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Bien que fonctionnelles en milieu biologique, il n’est pas réaliste de penser synthétiser de telles 
macromolécules en tant qu’agent antiviral puisque leur synthèse, efficace en milieu cellulaire, se révèle 
extrêmement difficile et onéreuse en laboratoire. De plus, le transport biologique de telles 
macromolécules ne garantit pas que la cible soit atteinte avec succès. Pour être utiles, ces 
macromolécules doivent être synthétisées en culture cellulaire ce qui relève de l’ingénierie biologique. 
 
I.7.4 Inhibiteurs non peptidiques 
Divers inhibiteurs organiques ont été développés dans le but d’inhiber diverses protéases à sérine et il 
s’agit généralement de la voie la plus explorée par l’industrie pharmaceutique. Ces molécules de faible 
poids moléculaire sont généralement conçues pour tirer profit des interactions avec le sous-site S1 de 
l’enzyme et possèdes souvent un noyau rigide cyclique (figure 10).27,28 Certains autres inhibiteurs tente 
d’utiliser la nucléophilicité de la triade catalytique et de l’intermédiaire acyl-enzyme pour maximiser le 
temps de vie de l’inhibiteur dans l’enzyme.29 Ces inhibiteurs possèdent des constantes d’inhibition 









Figure 10. Structure d’un inhibiteur organique de furine (et autre protéase à sérine ayant un motif de 




Toutefois, la taille et le faible poids moléculaire de ces petites molécules organiques font qu’elles 
interagissent avec une très petite surface de l’enzyme ciblé. Bien que cela ne pose aucun problème pour 
la plupart des protéases à sérine, cela en devient un pour dans le cas des PCs. Puisque ces dernières 
possèdent toutes un site catalytique très semblable, un petit inhibiteur ira inhiber la plupart d’entre elles 
avec une affinité du même ordre de grandeur se traduisant en un manque de sélectivité à travers la 
famille des PCs. Afin de limiter les effets secondaires d’un composé, il est préférable de tirer profit des 
différences chimiques et structurelles fondamentales qui règne entre ces PCs. Ainsi, un inhibiteur plus 
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long, ou du moins ayant une plus grande surface d’interaction avec l’enzyme, permettra d’aller chercher 
une certaine sélectivité à travers la famille des PCs. 
 
I.7.5 Les peptidomimétiques 
Bien que les inhibiteurs peptidiques possèdent une excellente inhibition compétitive sur la furine, ceux-
ci sont constitués d’acides aminés naturels et sont donc en proie à la dégradation enzymatique en milieu 
biologique. Or, pour effectuer son action d’antiviral, un inhibiteur de furine doit d’abord atteindre sa 
cible intacte ce que limite la dégradation en milieu biologique. Heureusement, il existe plusieurs 
moyens de modifier la structure chimique de ces inhibiteurs de sorte à diminuer leur reconnaissance 
moléculaire avec les enzymes de dégradation ou encore de modifier leurs liens peptidiques par une 
fonction non hydrolysable. En choisissant avec jugement les endroits où seront situées ces 
modifications et en conservant le reste de l’inhibiteur le plus peptidique possible, il est raisonnable 
d’espérer obtenir des constantes d’inhibition assez près de celle des inhibiteurs peptidiques. Toutefois si 
les modifications effectuées augmentent considérablement la demi-vie biologique de ces inhibiteurs, 
ceux-ci peuvent effectuer leur action biologique plus longtemps et ainsi devenir de bons candidats pour 
l’industrie pharmaceutique. La figure 11 montre un exemple de peptidomimétique ayant été conçu pour 










Puisque le motif de dégradation possède une arginine en P1, plusieurs de ces peptidomimétiques ont été 
modifiés à cette position. Les variantes possibles sont nombreuses et voici un exemple de quelques-












Figure 12. Mimétique d’arginines inséré en P1 dans un inhibiteur peptidomimétique de furine.28 
 
Il existe peu de peptidomimétiques inhibiteurs de PCs à ce jour et leur utilisation est en plein 
développement. En plus d’être relativement rapides à synthétiser au laboratoire, ils peuvent facilement 
être jumelés avec des synthons organiques tels que l’AMBA déjà mentionné (figure 10) ou d’autres 
fragments issus de l’imagination et du raisonnement du chimiste. Ainsi, ces nombreux avantages font 
de cette famille d’inhibiteurs une voie à explorer pour le développement d’inhibiteurs de furine et sera 
celle qui sera explorée dans cet ouvrage.  
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CHAPITRE 1 : ANALYSE TRIDIMENSIONNELLE DE STRUCTURES BIOLOGIQUE 
 
1.1. Introduction 
Les proprotéines convertases sont une famille de cibles pharmacologiques pour laquelle la recherche de 
composés pharmacologiquement actifs est grandissante. La plupart des composés ayants étés utilisés 
sont des molécules de faibles poids moléculaires ayant été prouvées efficaces sur différents enzymes 
aux fonctions similaires aux PCs et ayant été modifiés légèrement pour augmenter leur affinité avec ces 
enzymes. Afin de se démarquer des groupes de recherche déjà existants, nous avons tenté une approche 
moins explorée en utilisant davantage la chimie peptidique et l’analyse cristallographique et 
computationnelle. Ainsi, la recherche que nous avons effectuée est avant tout une étude préliminaire des 
propriétés chimiques et structurelles de la furine en interaction avec des peptidomimétiques qui 
pourront par la suite être exploitées par les chimistes qui poursuivront ce projet. Ainsi, une approche 
scientifique davantage portée sur le raisonnement menant à la conception rationnelle d’inhibiteurs a été 
favorisée à la synthèse d’une grande librairie de composés. Ce chapitre se concentre sur l’analyse 
cristallographique effectuée dans le but d’obtenir les caractéristiques essentielles à la conception 
d’inhibiteurs de furine. Les informations obtenues dans ce chapitre nous serviront par la suite à 
synthétiser un certain nombre d’inhibiteurs afin d’étudier empiriquement le comportement in vitro de 
cette cible biologique. Les résultats obtenus nous permettront ensuite de valider ou d’infirmer la logique 
derrière la conception grâce aux résultats d’essais enzymatiques. 
 
1.2. Étude comparative des structures d’endoprotéases à sérine 
Avant d’étudier plus spécifiquement la furine, nous avons d’abord tenté de découvrir les 
caractéristiques récurrentes à travers diverses endopeptidases à sérine de différentes familles d’enzyme. 
La banque de composés cristallographiés de « Protein Data Bank » possède plus de 2400 cristaux 
d’endopeptidase à sérine cristallisés dans diverses conditions, en complexe avec différents substrats et à 
diverses résolutions. Parmi ces enzymes, nous avons échantillonné environ 200 cristaux d’enzyme pour 
en observer la structure biologique, en choisissant les cristaux les plus différents les uns des autres. 
Plusieurs caractéristiques récurrentes sont ressorties de cette analyse. Afin de représenter visuellement 
ces similarités, une dizaine de complexes ont été choisi de cet échantillon pour procéder à un 
alignement de structure à l’aide de l’interface PyMol. Les sites catalytiques ont été alignés entre eux en 
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concentrant l’alignement sur la région adjacente à la triade catalytique. En procédant de cette façon, les 
inhibiteurs de ces complexes se retrouvent eux aussi dans la même région de l’espace, superposés les 
uns aux autres comme c’est le cas pour l’enzyme ayant servi à l’alignement. La similarité à travers les 
différentes structures étudiées est déconcertante. Bien que ces enzymes aient toutes la fonction de cliver 
un lien peptidique, le motif de reconnaissance de chacune est toutefois bien différent, devant parfois 
accommoder des résidus chargés, parfois des résidus neutres, parfois de gros résidus et parfois des 
petits. Malgré cela, les inhibiteurs biologiques semblent tous respecter certaines règles de base en 















Figure 13. Alignement de structure de divers inhibiteurs de protéases à sérine montrant la conformation 
récurrente du fragment peptidique inséré à l’intérieur de la cavité catalytique 
 
La première similarité frappante est la constance dans la courbure du brin formé des positions P4 à P4’. 
Cette courbure est maintenue par de multiples attributs différents servant à ajouter de la rigidité à la 
structure. La présence de cystéines en position P3 formant un pont disulfure avec une région plus 
éloignée de l’inhibiteur ajoute une contrainte au nombre possible de conformations pouvant être 
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adoptées par les résidus P2 et P4 de la séquence (figure 14). La rigidité ajoutée par la formation de ce 
pont disulfure est d’autant plus décuplée lorsque le résidu P3 vient se rattacher à une cystéine faisant 
partie d’une hélice alpha ayant très peu flexibilité comparativement à un brin étendu. Nous avons donc 
pensé qu’il serait intéressant de fabriquer des inhibiteurs dont la structure serait modifiée de façon à lier 
la chaine latérale de la position P3 pour rigidifier la portion P1à P4. 
 
Figure 14. La position P3 occupée par une cystéine formant un pont disulfure  rigidifie le motif de 
reconnaissance en limitant le nombre de conformations possible à adopter (1cgi.pdb).
31 
 
La courbure de certains autres inhibiteurs n’est pas basée sur la présence de pont disulfure, mais plutôt 
sur la formation d’un feuillet bêta à l’extrémité du fragment P5-P5’ (figure 15). On observe que ce 
feuillet antiparallèle possède 7 ponts hydrogène. En utilisant la valeur approximative moyenne d’un 
pont hydrogène de 5 Kcal/mol, cet assemblage possède une force de liaison combinée d’environ 35 
Kcal/mol ce qui représente 41% de la force typique d’un lien carbone-carbone covalent (85 Kcal/mol) 
en milieu biologique.
32
 Ainsi, cette structure ressemble étrangement à un macrocycle bien que le cycle 
ne soit pas refermé par une liaison covalente. Nous avons convenu qu’il serait donc intéressant de nous 
inspirer de cette observation dans la conception de divers inhibiteurs de la furine. 
Figure 15. La courbure du fragment P5-P5’ maintenu par un feuillet bêta (2sec.pdb).33 
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Tel que déjà discuté, les inhibiteurs d’endopeptidases à sérine, lors de la complexation, forment un 
feuillet bêta avec le brin situé au fond de la cavité catalytique de l’enzyme. Certains inhibiteurs 
favorisent cette conformation en maintenant le brin P1-P4 en feuillet bêta au sein même de sa structure 
tertiaire. En adoptant cette structure, le côté non lié du brin bêta de l’inhibiteur est disponible et déjà 
dans la bonne conformation pour se lier à l’enzyme (figure 16). Ainsi, nous avons retenu qu’il serait 
probablement intéressant de concevoir des inhibiteurs de furine en tentant de maintenir la séquence 
peptidique dans une conformation de feuillet bêta antiparallèle. 
Figure 16. La formation d’un petit feuillet beta au sein même de l’inhibiteur favorise la formation d’un 
feuillet bêta à 3 brins antiparallèle dans la région P1-P4 (2y6t.pdb).
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La plupart des conclusions découlant de cette analyse concernent la rigidification de la structure, 
diminuant la flexibilité et le nombre de degrés de liberté de la chaine portant les résidus P1-P4. Bien 
que les moyens utilisés soient différents pour chaque inhibiteur, le résultat est le même : la 
conformation active des positions P1 à P4 est identique pour tous les inhibiteurs observés. On observe 
que les chaines latérales de ces positions sont placées en forme de croix autour de la chaine principale, 
en suivant la tendance naturelle du brin bêta à suivre une rotation dans le sens horaire en allant de N-
terminal vers C-terminal. La figure 17 montre cette géométrie qui semble être une tendance 
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Figure 17. Conformation des positions P1 à P4 adoptée par les substrats des protéases à sérine. En haut, 
vue de côté du brin bêta révélant la rotation du brin bêta de 90
o
 sur 4 résidus. En bas, vue au travers de 
l’axe du brin bêta révélant la conformation en forme de croix des chaines latérales.  
 
Il semble donc essentiel de tenir compte de cette conformation idéale lors de la conception d’inhibiteur 
de la furine. Déjà, on note que les composés P1, P2 et P3 reposent bien au fond de la pochette de liaison 
maximisant leur interaction avec leurs sous-sites, alors que la chaine latérale de P3 est orientée vers 
l’extérieur de la cavité, diminuant l’importance de cette chaine dans la liaison enzyme-inhibiteur. De 
plus, effectuer une modification aux chaines latérales P1, P2 ou P4 qui en défavoriserait l’interaction 
avec leurs sous-sites correspondants pourrait avoir un effet à longue distance défavorable en  affectant 
la conformation active. À l’inverse, une modification qui viendrait affecter la chaine principale en 
altérant la rotation du brin bêta pourrait affecter le positionnement idéal des chaines latérales en 
diminuant la force de leur interaction liante avec l’enzyme. Il serait donc pratique de savoir qu’elle est 
l’importance respective des chaines latérales et de la chaine principale dans la liaison avec l’enzyme 
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afin de nous aider à choisir quel type de modifications peptidomimétiques risquerait le moins d’affecter 
l’affinité à la baisse. Nous avons donc choisi d’étudier le cristal de furine afin de comparer la force des 
interactions moléculaires issues des chaines latérales avec celles issues de la chaine principale. Pour ce 
faire, nous avons monté une expérience de modélisation moléculaire afin de quantifier la force relative 
de ces interactions.  
 
1.3. Étude comparative des interactions moléculaires par modélisation moléculaire  
À l’exception de PCSK9, la seule PC à avoir été cristallisée est la furine murine, dont le domaine 
catalytique partage 99% d’homologie.18 Il s’agit d’un cristal fait à partir de la protéine purifiée ayant été 
préalablement inhibée par l’inhibiteur décanoyl-RVKR-chlorométhylcétone (figure 18). Il s’agit d’un 
inhibiteur mettant à profit la réactivité du lien C-Cl affaibli par la donation de densité électronique de 
l’orbitale pi du carbonyle vers l’orbitale antiliante du lien C-Cl. Lorsque le complexe enzyme-inhibiteur 
est formé, la proximité de ce carbone électrophile de l’histidine catalytique engendre une substitution 
nucléophile irréversible et le complexe devient indissociable. L’inhibiteur est ainsi piégé au fond de la 












Figure 18. Inhibiteur décanoyl-RVKR-chlorométhylcétone 
 
La furine possède une structure tertiaire semblable à diverses autres protéines retrouvées fréquemment 
dans le monde des protéases à sérine appelées subtilases.
35,36
 Elles consistent essentiellement en un 
feuillet bêta à brins parallèles entourés de quatre hélices alpha placées en alternance dans la séquence 
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primaire. L’alternance de l’orientation des moments dipolaires de ces structures secondaires permet 
d’éviter les déstabilisations potentielles dues aux charges créées au sein de la structure tertiaire. Les 
subtilases possèdent un important pourcentage de leurs résidus impliqués dans des structures 
secondaires. Il s’agit de protéines globulaires, signifiant qu’elles sont solubles en milieu aqueux et que 
leur structure est stable en solution contrairement aux protéines membranaires qui nécessitent la 
présence d’une membrane pour conserver leurs structures tertiaires et quaternaires. Le nombre 
important d’interactions entre les structures secondaires nous mène à croire que la protéine possède une 
structure tridimensionnelle très rigide, n’ayant de la flexibilité que dans les régions accessibles au 
solvant et reliant les structures secondaires les unes aux autres. L’étude préalable des nombreux cristaux 
de subtilases révèle un haut degré de conservation de la structure tertiaire indépendamment des ligands 
avec lesquels ils sont associés ainsi que des conditions de cristallisation. Ces caractéristiques rendent le 
cristal de la furine une source majeure d’informations dans le but d’en concevoir un inhibiteur de haute 
affinité. Nous avons donc procédé à l’analyse comparative des interactions enzyme-ligand pour 
comparer l’implication des chaines latérales et de la chaine principale dans la formation du complexe.  
 
Il est difficile de simplement regarder ces interactions et de parvenir à déterminer qualitativement 
lesquelles prédominent en importance dans le complexe. Nous avons donc choisi d’effectuer une 
analyse computationnelle afin de calculer directement l’énergie orbitalaire totale de différents modèles 
représentant chacune des interactions d’intérêt. Chaque modèle représente un choix minimal d’atome 
représentant le plus fidèlement que possible la région étudiée. Le choix des atomes de chacun des 
modèles sera détaillé pour bien comprendre l’interaction ciblée par chaque expérience de modélisation.  
 
1.4. Choix de la base de calcul  
Les interactions entre deux molécules peuvent être de différentes natures. Certaines sont attractives, 
certaines sont répulsives, certaines sont fortes et tirent profit de la polarité de certains atomes et d’autres 
sont faibles et proviennent de la polarisabilité de groupements apolaires. En réalité, peu importe la 
façon dont elles se manifestent dans une interaction, ces forces sont la résultante des nombreuses 
fluctuations locales d’énergie provenant des électrons qui la composent. Grâce à la physique quantique, 
nous possédons les outils pour comprendre et calculer le comportement de ces électrons qui 
interagissent entre eux. Nous savons que chaque électron possède une quantité d’énergie finie, et qu’il 
peut absorber ou perdre de l’énergie sous forme de quanta, l’énergie est donc discrète. Nous savons 
aussi qu’il est possible de décrire mathématiquement le comportement de ces électrons en utilisant des 
  29 
fonctions d’ondes propres à chaque niveau d’énergie accessible d’un atome. C’est d’ailleurs à partir de 
ces fonctions d’ondes que nous pouvons extrapoler la géométrie tridimensionnelle des orbitales 
atomiques et moléculaires. Il est possible de calculer précisément la fonction d’onde d’un système 
n’ayant qu’un seul proton et un seul électron. Là où la physique quantique est limitée, c’est dans la 
prédiction du comportement de ces électrons dans un système composé de plusieurs électrons. Puisque 
tous ces électrons ont une influence les uns sur les autres et qu’ils sont tous en mouvement dans un 
environnement tridimensionnel, le nombre de variables pour décrire le système augmente à une vitesse 
phénoménale en rendant la fonction d’onde extrêmement complexe à décrire mathématiquement. 
Toutefois, il est possible de simplifier les fonctions d’ondes réelles de chaque électron par une autre 
fonction plus simple de sorte que la fonction soit calculable dans un temps raisonnable par un 
ordinateur. Cette opération peut être effectuée en utilisant une combinaison linéaire de fonctions 
gaussiennes primitives. Plus le nombre de gaussiennes utilisé est grand, plus la fonction d’onde du 
modèle se rapprochera de la fonction d’onde réelle et plus le calcul nécessitera d’opérations. Puisque 
cette méthode de calcul cible les fondements mathématiques du modèle de l’électron, on appelle cette 
technique la modélisation ab-initio qui signifie « du commencement ».
37
 On appelle la « base » 
l’ensemble des fonctions utilisées pour modéliser des orbitales moléculaires. La base contient les 
informations sur le nombre de gaussiennes primitives utilisé pour générer les orbitales de cœurs et les 
orbitales de valence du système. Puisque les électrons de valence formant un lien sont la combinaison 
linéaire de deux orbitales atomiques, nous avons opté pour les modéliser à l’aide d’une combinaison 
linéaire de fonctions primitives gaussiennes. Nous appelons la base choisie une base à valence séparée 
du groupe de Pople.
38
 La base à la notation suivante : « X-YZG » ou X, Y et Z représente le nombre de 
fonctions gaussiennes «G » utilisés pour l’approximation mathématique des différentes orbitales du 
système. La première variable X représente le nombre de fonctions gaussiennes primitives utilisé pour 
générer les orbitales de cœur du système. Les  variables Y et Z sont les composantes de la combinaison 
linéaire des électrons de valence, formée de Y et de Z fonctions gaussiennes primitives. Chacune des 
orbitales utilisées dans la combinaison linéaire possède un environnement spatial différent ce qui aura 
pour effet de distribuer la densité électronique des électrons de valence sur une région plus 
représentative dans la molécule. Notre base peut donc s’écrire 6-31G, et ce choix prend tout son sens si 
on désire modéliser des d’interactions moléculaires où densité électronique y joue un rôle clef. 
 
Nous avons ensuite choisi de raffiner notre modèle en ajoutant une fonction de polarisation à nos 
orbitales de valence. La fonction de polarisation permet l’utilisation une fonction supplémentaire ayant 
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un nœud de plus que la fonction de base. Par exemple, une orbitale unique sur un atome d’hydrogène 
sans fonction de polarisation se rapprocherait géométriquement du modèle de l’orbitale « s ». 
Cependant, en ajoutant une fonction ayant un nœud supplémentaire, la forme des orbitales devient plus 
asymétrique en donnant accès à la formation d’orbitales moléculaires utilisant les orbitales p présentent 
dans le système. Il s’agit en quelque sorte de permettre l’hybridation du système de façon asymétrique. 
De la même façon, il est possible d’effectuer la polarisation des orbitales « p » en leur permettant 
l’accès aux orbitales « d ». Ainsi, le système de base s’inscrit désormais 6-31G*(d,p), signifiant que 
nous ajoutons une fonction à un nœud (p) et à deux nœuds (d).  
 
Parmi les interactions moléculaires que nous aurons à sonder, certaines impliqueront des groupements 
acides carboxyliques pour lesquels la charge négative est répandue sur une large région dans la 
molécule. L’effet des fonctions gaussiennes primitives s’estompe rapidement en fonction de la distance 
du noyau ce qui représenterait mal une orbitale diffuse. Une stratégie pour remédier à cette situation 
consiste à ajouter la fonction d’une orbitale de même type que celle modélisée, mais d’une famille d’un 
nombre quantique plus grand. Il s’agit, par exemple, ajouter une fonction d’orbitale 3s à une orbitale 2s.  
Ces orbitales diffuses sont notées par un « + », pour obtenir au final une base à valence séparée de type 
6-31+G*(d,p). Cette base a été utilisée pour tous les calculs ab-initio à l’aide du logiciel FireFly.39,40 
 
1.5. Calculs de l’énergie des interactions moléculaires 
Le premier calcul a été fait sur l’interaction du résidu en P1 avec la pochette S1. La position P1 de 
l’inhibiteur est occupée par une arginine qui est profondément insérée dans la cavité S1 de l’enzyme. 
Elle est située tout juste à côté de la triade catalytique Asp-His-Ser et il s’agit de l’endroit où le substrat 
est le plus profondément enfoui dans l’enzyme. Au fond de la pochette S1, plusieurs interactions 
viennent maintenir en place le groupement guanidinium tel que des ponts salins, des ponts hydrogène et 
de l’empilement pi. On remarque aussi la présence d’un ion calcium au fond de la pochette. Comme les 
autres PCs, la furine chélate deux ions calcium dans sa structure tertiaire. L’un de ces ions est situé très 
loin de la fente catalytique et ne semble pas interagir directement avec l’inhibiteur alors que le second 
calcium est adjacent à la cavité catalytique. La présence d’un ion calcium divalent portant deux charges 
positives près d’un site devant accueillir une arginine, elle aussi chargé positivement, semble contre-
intuitive. En observant de plus près, on remarque que cet ion est situé dans une région riche en acides 
carboxyliques. Trois aspartates et un glutamate viennent former une charge locale de -4 qui est réduite à 
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-2 suite à la chélation du Ca
2+
. Ainsi le sous-site S1 conserve une charge locale négative excédentaire 













Figure 19. Sous-site S1 idéal pour accepter une arginine et sa charge positive par un réseau de ponts 
salins et ponts hydrogène et par interaction  avec les amides (en vert : Ca2+ en rouge : H20) 
 
Une base lourde comme 6-31+G*(d,p) nécessite énormément de ressources informatiques afin de 
déterminer l’énergie totale du système. Afin de minimiser le temps de calcul, il est important de choisir 
un nombre d’atomes minimal. Pour chaque calcul, nous avons choisi de ne garder que la chaine latérale 
des acides aminés en substituant le carbone alpha par un groupement méthyle. Les groupements 
aspartates et glutamates ont donc été remplacés par des acides propanoïques et butanoïque. La 
géométrie de tous ces atomes a été importée directement du cristal et les longueurs de liaisons ainsi que 
la distance entre chaque atome a été respectées. Malheureusement, le type de calcul ab-initio utilisé 
pour cette expérience ne prend pas en charge les éléments de la 4
e
 période du tableau périodique. Il a 
donc été nécessaire d’effectuer ce calcul en substituant l’ion de calcium par un atome de magnésium 
2+, de même charge, mais dont la taille des orbitales est inférieure. Bien que cette substitution éloigne 
notre modèle de la composition réelle de l’enzyme, les interactions du sous-site S1 sont principalement 
issues des charges électrostatiques qui sont les mêmes dans le magnésium et le calcium, bien que plus 
dures dans le cas du magnésium.  
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Pour obtenir la force de liaison du système, nous avons dû effectuer trois calculs d’énergie différents. 
Le logiciel utilise les fonctions d’ondes de chaque orbitales pour trouver l’énergie de chacune et, du 
même coup, l’énergie totale du système étudié. L’énergie de liaison est calculée de la façon suivante. 
Pour trouver l’énergie attractive ou répulsive d’un système « A+B », il faut comparer l’énergie de « A » 
plus l’énergie de « B » avec l’énergie de « A+B ».  Concrètement, un premier calcul a été effectué pour 
déterminer l’énergie de tous les atomes du système à l’exception de la chaine latérale de l’arginine en 
P1. Ensuite, nous avons calculé l’énergie de cette chaine latérale seulement. La somme de ces énergies 
correspond à l’énergie totale du système sans interactions entre l’inhibiteur et l’enzyme. En effectuant 
le dernier calcul dans lequel tous les atomes du système sont présents, on obtient une valeur inférieure à 
la somme de ces composantes calculées séparément. Cette énergie correspond à la force de liaison entre 
le groupement P1 et sa pochette de liaison. La valeur de l’énergie de l’interaction obtenue est de -163 
Kcal/mol, une valeur négative indiquant un abaissement d’énergie du système dû à l’interaction 
attractive. Il est à noter que cette énergie ne peut être comparée directement aux valeurs des interactions 
électrostatiques observées dans la littérature puisque les effets de solvant ici ne sont pas pris en charge 
par la modélisation. Le modèle utilisé pour ces analyses est l’équivalent du comportement de ces 
atomes dans le vide absolu. Les valeurs des énergies calculées sont d’une grande fiabilité, mais les 
valeurs obtenues sont pourtant de loin supérieures aux valeurs classiques des interactions moléculaires 
en chimie médicinale dans la littérature scientifique. Il existe un moyen de modéliser l’effet du solvant, 
mais cette technique nécessite un pouvoir computationnel supérieur à celui disponible au laboratoire, 
soit MAMMOUTH parallèle de l’Université de Sherbrooke. Ces valeurs obtenues pourront toutefois 
être comparées entre elles afin de déterminer leur importance relative.   
 
La même technique a été utilisée pour le sous-site S2 tel que représenté dans la figure 20. À cette 
position, un ammonium +1 interagit avec le sommet d’une hélice alpha et l’ion carboxylate -1 et une 
charge globale nulle a été utilisée. Le calcul de l’énergie de cette interaction électrostatique a donné une 
énergie de -96.2 Kcal/mol. Cette énergie d’interaction électrostatique est inférieure à celle calculée pour 
le sous-site S1. Cette différence d’énergie pourrait s’expliquer par la différence de pKa entre la lysine et 














Figure 20. Système utiliser pour le calcul de l’énergie d’interaction du sous-site S2 et l’ammonium de 
la lysine en P2 au somment de l’hélice alpha. 
 
Il n’existe pas vraiment de sous-site S3 puisque la chaine latérale de la position P3 est orientée vers 
l’extérieur de l’enzyme lorsque la conformation active est atteinte dans le complexe enzyme-inhibiteur 
ce qui nous amène directement au sous-site S4. La figure 21 montre le modèle utilisé pour effectuer la 
même expérience de modélisation que pour S1 et S2. Il s’agit d’un sandwich électrostatique entre un 
guanidinium +1 et deux ions carboxylates -1 ainsi qu’une tyrosine neutre venant stabiliser l’orientation 
du guanidinium dans un système d’une charge globale de -1. Alors qu’une interaction semblable à 
l’énergie en P1 a donné une énergie de -163 Kcal/mol, la force attractive en P4 donne -180 Kcal/mol 
dans le vide ce qui semble indiquer que c’est cette position qui forme le lien électrostatique le plus fort. 
Toutefois, il est à noter que cette région de l’enzyme est partiellement accessible au solvant 
contrairement à la pochette S1 ce qui pourrait influencer à la baisse la valeur de cette interaction si l’on 









Figure 21. Système utilisé pour le calcul de l’énergie d’interaction du sous-site S4 et l’ion guanidinium 
de l’arginine en P4 
  34 
Ces calculs effectués virtuellement dans le vide absolu ne tiennent pas compte des effets de solvant. 
Nous observons donc des valeurs de forces attractives environ 20 fois plus fortes que ce dont nous 
devrions nous attendre dans le cas de la prise en charge des effets d’atténuation des charges du solvant. 
Il existe des moyens d’effectuer des calculs ab-initio qui calculent la région accessible au solvant et qui 
ajoutent ensuite un champ de charges dans cet environnement. Ce type d’expérience bel et bien été tenté 
pour chacun du sous-site mentionné ci-haut. Malheureusement, il s’agit de calcul nécessitant un nombre 
de FLOPS (opération à virgule flottante par secondes) tellement élevé que même 512 de calcul Dell 
SC1425 64bit à 3.6 GHz pendant 48 h furent insuffisants à la convergence de ces calculs. Néanmoins, il 
est possible de comparer entre elles ces valeurs pour déterminer leur importance relative et c’est 
pourquoi nous avons procédé à ces calculs.  
 
Ces trois calculs nous donnent ensemble l’énergie totale issue des interactions des chaines latérales avec 
leurs sous-sites respectifs. Une fois additionné, le total de ces énergies est de 439.2 Kcal/mol. Nous 
avons ensuite procédé au calcul de l’énergie de liaison issue de la chaine principale, formant un feuillet 
bêta antiparallèle avec l’enzyme.  
 
1.6. Feuillet bêta antiparallèle 
Les inhibiteurs de type peptidiques ou peptidomimétiques, tout comme les substrats naturels des PCs, 
ont la possibilité de former un feuillet bêta antiparallèle avec l’enzyme. Cette interaction provient de la 
chaine principale, soit des résidus P1à P4, dont les amides sont orientés dans la géométrie idéale lorsque 
les chaines latérales sont à l’intérieur de leur sous-site. Plus précisément, les trois amides entre les 
positions P1 et P2, P2 et P3 et P3 et P4 sont impliqué dans cette interaction en formant un pont 
hydrogène avec le fragment S253-W256 de la chaine principale. Un quatrième pont hydrogène pourrait 
potentiellement être présent du à l’orientation du carbonyle du résidu en P5, mais le cristal démontre 
une longueur de liaison de 3.41 Å, légèrement supérieure à la longueur habituelle d’un pont hydrogène 
(les trois autres étant compris entre 1.86 Å et 2.05 Å, figure 22).
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Figure 22. Formation d’un réseau de ponts hydrogène en feuillet bêta antiparallèle à brin tordu 
(positions P1 à P4) 
 
Le calcul d’énergie de cette interaction a donc été effectué avec la base 631+G*(d,p) entre les résidus 
S253-W254-G255-P256. Seuls les amides entre ces groupements ont été conservés de sorte que la 
sérine en S1 est représentée par une methyl-amide et la proline en S4 est représentée par une 
pyrrolidine. Le premier carbone de la chaine latérale du tryptophane a été remplacé quant à lui par un 
groupement méthyle. Du côté de l’inhibiteur, les mêmes restrictions ont été effectuées en ne gardant 
que le carbone alpha de P1 et P4 ainsi qu’en remplaçant les chaines latérales par des groupements 
méthyles. Ainsi, les seules interactions restantes dans ce modèle proviennent de l’interaction des 
chaines principales en elles. L’énergie obtenue pour cette interaction en feuillet bêta antiparallèle est 
17.2 Kcal/mol. Cette valeur est nettement loin du 439.2 Kcal/mol obtenue pour la somme des 
interactions des chaines principales. Cette constatation n’est pas si surprenante lorsque l’on compare le 
type d’interactions en jeu. Alors que le feuillet bêta est constitué d’interactions par ponts-H d’énergie 
modérée, les chaines latérales elles effectuent des interactions électrostatiques de haute énergie. Ainsi, 
la modélisation nous révèle à quel point les interactions des chaines principales en P1, P2 et P3 sont 
importantes par rapport à l’interaction en feuillet bêta. Chaque force électrostatique à ces positions 
possède une énergie de liaison environ 10 fois plus élevée que la somme des ponts-H impliqués dans le 
feuillet bêta. Cette observation nous permet donc d’orienter nos choix pour la conception d’inhibiteurs 
en optant pour des modifications des propriétés chimiques dans la chaine principale plutôt que dans les 
chaines latérales. C’est donc cette option qui sera généralement choisie tout au long de ce mémoire.  
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1.7 Structure de PCSK9 
 
PCSK9 est le mouton noir des proprotéines convertases. Contrairement aux 7 autres convertases, celle-
ci conserve son prodomaine lors de la maturation de la protéine dans le réseau trans-golgien et ne 
possède donc pas d’activité catalytique. Malgré ces divergences structurelles, la conservation du 
prodomaine nous révèle d’importantes informations quant à la structure secondaire adoptée par les 













Figure 23. Complexe entre PCSK9 et son prodomaine retenu à la région correspondant au site 
catalytique des autres enzymes de la famille des convertases  
 
Tel que proposé pour la furine, PCSK9 forme un feuillet bêta antiparallèle entre l’enzyme et le 
prodomaine. On observe particulièrement bien ici la géométrie en brin tordu des positions P1 à P5. 
Toutefois, la géométrie du site de liaison est légèrement différente. Alors que PCSK9 possède un court 
fragment de huit acides aminés reliant le brin β5 et l’hélice α4, la furine elle en possède 16, soit 8 
résidus de plus. De plus, alors que la furine forme de nombreuses interactions électrostatiques avec les 
chaines latérales de ses ligands, PCSK9 et son prodomaine ont davantage tendance à former des 
interactions de Van der Waals, beaucoup plus faible en énergie. Bien que quelques interactions soient 
visibles, il semble qu’une partie importante des forces gouvernants le maintient du complexe enzyme-
prodomaine provienne de la formation du feuillet bêta antiparallèle à trois brins illustré dans la figure 
24. 









Figure 24. Feuillet bêta antiparallèle entre PCSK9 et le fragment C-terminal (en orange)  
 
Étant donné la géométrie légèrement différente entre les deux enzymes, nous nous sommes demandé si 
le feuillet bêta formé dans la furine pouvait lui aussi s’étendre sur 6 résidus et ainsi former 6 ponts-H. 
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons construit un modèle hybride à partir des données 
cristallographiques de ces deux enzymes en alignant leurs sites catalytiques entre eux. Nous avons 
ensuite éliminé l’inhibiteur présent dans la furine que nous avons remplacé par le prodomaine de 
PCSK9. La création de ce modèle nous a permis d’observer que le ligand n’est qu’à quelques rotations 









Figure 25. Modèle hybride de la furine complexée au brin C-terminal du prodomaine de PCSK9. Les 
résidus P4 à P6 ont le potentiel de former deux à trois pont-H supplémentaires indiqués par des flèches. 
 
Ainsi, ce chapitre nous révèle les directives à suivre pour la conception d’inhibiteurs de furine :  
1. Tenter de rigidifier la structure dans sa conformation active :   
 Favoriser la courbure des résidus venant s’insérer dans la fente catalytique. 
 Favoriser l’adoption d’un brin bêta tordu de 90º entre les résidus P1 à P4. 
 Favoriser l’adoption de la forme « en croix » des résidus P1 à P4. 
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 Limiter les conformations inactives en utilisant la position P3. 
2. Éviter de modifier les chaines latérales générant les interactions attractives enzyme-ligand.  
3. Éviter de modifier la chaine principale là où les interactions par ponts-H sont générées.  
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Il existe divers moyens de rendre un peptide résistant aux peptidases et nous avons opté au cours des 
deux dernières années pour trois approches différentes dans nos diverses tentatives. La première 
consiste à substituer le lien amide, susceptible d’être hydrolysé par les peptidases, par une fonction non-
clivable conservant un maximum des propriétés de l’amide (conformation trans, accepteur et donneur 
de pont hydrogène, moment dipolaire, barrière de rotation et encombrement stérique). La seconde 
consiste à modifier légèrement un acide aminé de façon à diminuer sa ressemblance vis-à-vis un acide 
aminé naturel de sorte qu’il perd de l’affinité pour les peptidases pouvant le dégrader. Ces deux 
méthodes feront l’objet du chapitre 3 du présent ouvrage. Finalement, la troisième méthode qui sera 
discutée dans ce chapitre fut celle sur laquelle nous avons investi le plus de temps et consiste à 
fabriquer des peptides cycliques protégeant l’inhibiteur des exopeptidases puisqu’il ne reste tout 
simplement plus aucune extrémité à attaquer. Nous avons choisi de commencer par protéger notre 
peptide contre les exopeptidases, car certaines études de dégradation qui seront discutées plus loin nous 
ont amenés à croire qu'elles sont davantage impliquées dans la dégradation de l’inhibiteur peptidique. 
 
Ainsi, de façon à fabriquer un peptidomimétique pouvant protéger les extrémités terminales 
simultanément, nous en sommes venus à l’idée d’entamer la synthèse de composés cyclique, donc 
n’ayant ni début ni fin et étant ainsi résistants aux exopeptidases. Toutefois les inhibiteurs testés sur la 
furine à ce jour sont tous des composés non-cycliques et nous nous sommes demandé s’il serait possible 
pour la furine d’accepter un composé cyclique dans sa cavité catalytique. Or, lorsqu’elles clivent des 
proprotéines en protéines, les convertases doivent avoir accès facilement aux résidus ayant le motif de 
reconnaissance des PCs et ces acides aminés sont situés à la surface de la protéine, dans une région 
flexible pouvant atteindre la conformation nécessaire au clivage enzymatique. Il est donc peu probable 
de retrouver cette séquence impliquée dans une structure secondaire ce qui serait défavorable à la 
liaison avec la convertase. Les structures des hémagglutinines virales et des serpines démontrent 
d’ailleurs la présence de la séquence de reconnaissance en surface de ces enzymes (figure 26). Ainsi, 
notre hypothèse est donc que tout comme les substrats des proprotéines convertases qui ont leur 
séquence de reconnaissance sous forme d’une anse flexible, un inhibiteur cyclique de faible tension de 
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cycle pourrait atteindre la conformation active  et aurait donc aussi une bonne affinité pour la furine.
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Figure 26.  Séquence de reconnaissance des PCs sous forme d’une anse flexible accessible en surface 
de la protéine. À gauche : Serpine À droite : Hémagglutinine (fragment Ha0) 
 
Suite à la consultation des différentes méthodes de cyclisation de peptide de la littérature, nous avons 
décidé d’opter pour une fermeture de cycle utilisant la « chimie click », car celle-ci est à la fois 
compatible avec la synthèse en support solide et elle nous permet, tel que nous le verrons, de fabriquer 
plusieurs macrocycles différents avec une seule synthèse sur support solide. En effet, une étude réalisée 
par le groupe de Jagasia à démontré qu’il est possible de synthétiser des peptides cycliques par 
l’incorporation d’un alcyne et d’un azoture aux extrémités d’un peptide pour ensuite effectuer une 
macrocyclisation irréversible par la formation d’un triazole en présence d’un catalyseur de CuI.33 Cette 
réaction ayant reçu le surnom de « chimie click » ne cesse de gagner en popularité en chimie médicinale 
et en chimie des matériaux depuis quelques années du à son efficacité au laboratoire. Utilisée sur 
support solide, il a été découvert par le groupe de Jagasia que cette technique peut générer à la fois des 
macrocycles monomérique et dimériques. En présence de solvants ne gênant pas la formation de ponts 
hydrogène entre les amides des chaines peptidiques (solvants apolaires) et en utilisant une résine à haut 
chargement, une quantité substantielle de peptide cyclique dimérique peut être formée. Selon les 
auteurs, cet effet est dû à la formation de feuillet bêta antiparallèle à même la résine venant minimiser 
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les interactions entre les amides et le solvant des chaines. Pour un peptide dont l’alcyne et l’azoture ont 
été placés aux extrémités de la séquence, la formation de ces feuillets bêta sur toute la longueur du 
peptide rapproche d’autant plus ces derniers groupements fonctionnels de sorte à favoriser la formation 
du triazole, rendant ensuite irréversible la formation du dimère cyclique.  
 
L’utilisation d’un support solide est essentielle pour la synthèse de telles molécules puisqu’elle procure 
un contrôle spatial sur la proximité des chaines oligomériques nécessaires à la formation de l’espèce 
dimérique. En solution, la stabilisation des amides par la formation de ponts hydrogène se ferait 
majoritairement de façon intramoléculaire en repliant la chaine sur elle-même. Cela est dû à l’entropie 
défavorable à l’union de deux molécules de monomère avant la cyclisation, favorisant ainsi la formation 
du monomère cyclique. En revanche, la formation d’un lien avec le support solide ajoute une contrainte 
spatiale sur la proximité des chaines éliminant pratiquement le facteur entropique pour la formation 
d’un dimère en feuillet bêta antiparallèle dû à la localisation rapprochée des sites de liaison sur les billes 








Figure 27. – Stabilisation des amides par formation de ponts hydrogène en feuillet bêta antiparallèle 




2.2 Inhibiteurs P9-P1’ cycliques 
2.2.1. Synthèse 
Nous avons donc choisi d’appliquer cette technique à la préparation de différents inhibiteurs 
peptidiques à partir de la séquence de l’inhibiteur peptidique contrôle Ac-RARRRKKRT-NH2, en 
effectuant de légères modifications aux protocoles de Jagasia en introduisant la N-propargylglycine en 
position P1’ et en ajoutant le groupement azoture via le groupement acide gamma-azoture-butyrique en 
P9. Ainsi, nous avons effectué la synthèse sur support solide du composé suivant (figure 28). La résine 
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de Rink a été choisie, car elle libère le peptide sous forme amide en position C-terminal lors du clivage 
final. L’absence de charge à cette position est à priori préférable, car cela mime mieux les substrats 
normalement reconnus pas la furine. Suite à l’étape de cyclisation en présence du catalyseur, des atomes 
de cuivre peuvent rester chélates aux amides du peptide. Plusieurs lavages successifs à l’EDTA alternés 
de regonflage de la résine au DCM ont été réalisés afin de retirer toutes traces de cuivre présentes dans 
la résine. L’efficacité de cette manipulation peut d’ailleurs être constatée visuellement alors que la 
résine, ayant adoptée une coloration verdâtre suite à la cyclisation en présence de cuivre, retrouve 








Figure 28. Structure de l’inhibiteur encore lié à la résine 
 
À cette étape, nous avons retiré un aliquot du milieu avant de procéder à la cyclisation en présence 
d’iodure de cuivre. Cet aliquot non cyclisé nous permettra par la suite d’obtenir un composé non 
cyclique dont les propriétés biologiques pourront être comparées avec le peptidomimétique cyclique 
désiré. La macrocyclisation, telle que déjà mentionnée, s’effectue soit de façon intramoléculaire 
formant le monomère cyclique, soit de façon intermoléculaire formant le dimère cyclique tel que 





















Figure 29. Macrocyclisation par chimie click pour former le monomère P9-P1’ cyclique (2) et le 
dimère P9-P1’ cyclique (3) N.B. La formation du dimère s’effectue au sein d’une seule bille de résine, 
deux billes ont été illustrées dans cette figure à des fins de simplification 
 
À partir de cette synthèse unique sur support solide, nous sommes parvenus à fabriquer trois 
peptidomimétiques soit le monomère cyclique, le dimère cyclique ainsi que le monomère non-cyclisé 
issu de l’aliquot prélevé du milieu avant la cyclisation. Les figures 30, 31 et 32 montrent les structures 














































Figure 32. – Structures du dimère cyclique P9-P1’ (3) 
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Étant donné la taille de ces macrocycles, il est difficile de confirmer la structure de ces composés par 
des techniques de spectroscopie habituelles en synthèse organique. Des analyses de spectroscopie par 
résonnance magnétique des protons ont néanmoins été tentées afin de caractériser ces molécules. Étant 
donné le nombre important de protons ayant un environnement chimique très semblable, les spectres 
obtenus furent constitués d’un gigantesque multiplet dans la région en entre 2.5 ppm et 1.0 ppm. Nous 
avons ensuite procédé à des analyses de spectrométrie de masse afin de nous assurer que celle-ci 
correspondait bien à la masse théorique de nos composés. Finalement, afin de s’assurer de la formation 
du triazole, des analyses par spectroscopie infrarouge ont été faites sur chacun des peptidomimétiques 
obtenues. On constate par cette analyse que les composés non-cyclisés ont tous une bande d’absorption 
dans la région de =2100 cm-1 correspondant au groupement fonctionnel de l’azoture alors que cette 
bande n’apparait pas pour les composés ayant été cyclisés qui n’ont plus ce groupement fonctionnel. 
 














Figure 33. Spectre infrarouge de (à gauche) peptidomimétique n’ayant pas été cyclisé par chimie click 
et (à droite) peptidomimétique ayant été cyclisés par chimie click. On observe la disparition de la bande 
à 2100 cm-1 correspondant au groupement azoture impliqué dans la formation du triazole 
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2.2.2. Essais de cinétique enzymatique 
Ayant ces premiers inhibiteurs en mains, notre premier objectif fut dans un premier temps de 
déterminer si ces molécules cycliques peuvent bel et bien être utilisées pour inhiber des PCs, plus 
spécifiquement la furine. Pour y arriver, nous avons déterminé le potentiel d’inhibition compétitive de 
ces dernières molécules par une étude de cinétique enzymatique, effectuée en collaboration avec ma 
collègue Christine Lévesque. Pour ce faire, nous nous sommes basés sur un substrat synthétique de la 
furine possédant le motif de reconnaissance des convertases et ayant été conçu spécialement pour ce 
type d’expérience. Il s’agit du substrat pyr-RVKR-coumarine (figure 34) qui libère par la furine de 
l’amino-méthyl-coumarine en solution dont les longueurs d’onde d’excitation (360 nm) et d’émission 
(448 nm) fluorescente sont connues. À l’aide d’un fluorimètre, nous pouvons donc observer la 
fluorescence de la coumarine libérée par l’action de l’enzyme en solution.  L’intensité de la 
fluorescence augmente à une vitesse constante dans le temps, et ce jusqu’à épuisement du substrat. 
Ainsi, en répétant cette expérience, mais cette fois en présence de concentration différente de notre 
inhibiteur nous pouvons observer la diminution de la vitesse d’augmentation de la fluorescence issue de 
la compétition entre le substrat et l’inhibiteur pour le site actif de la furine (figure 35). À partir de ces 
données, nous déterminons ensuite la concentration d’inhibiteur pour laquelle la vitesse d’augmentation 
de la fluorescence est diminuée de moitié, soit l’« IC50 » (figure 36). Puisque cette concentration dépend 
à la fois de l’affinité connue du substrat pour l’enzyme tout comme de l’affinité de l’inhibiteur pour 
l’enzyme que nous souhaitons déterminer, nous procédons ensuite à une normalisation selon les 











Figure 34. Substrat pyr-RTKR-amc fluorescent utilisé pour la détermination de la constante 
d’inhibition des inhibiteurs de la furine. 






























Figure 36. Tracé de la vitesse en fonction de la concentration d’inhibiteur (échelle logarithmique) 
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Nous avons donc effectué cette analyse pour déterminer la constante d’inhibition de nos trois premiers 
inhibiteurs peptidomimétiques en référence avec l’inhibiteur peptidique sur lequel est conçue la 
structure originale de ces inhibiteurs. Voici les résultats que nous avons obtenus (tableau 2): 
 
Tableau 2. Détermination de la constante d’inhibition des composés modifiés en P9-P1’ sur la furine 
 
À la lumière de cette analyse, on constate que ces dernières molécules ont un pouvoir d’inhibition 
d’environ un dixième de celui de l’inhibiteur peptidique contrôle, ou encore une unité logarithmique, ce 
qui représente une nette perte d’affinité due aux modifications apportées à la molécule. Toutefois, les 
constantes d’inhibition sont de l’ordre du nanomolaire ce qui est très acceptable pour une première 
modification peptidomimétique. Il est aussi intéressant de constater que l’inhibiteur linéaire a subi lui 
aussi une perte d’affinité tout comme les composés cycliques. Ainsi, il semblerait tout d’abord qu’une 
des modifications peptidomimétiques nuit à l’affinité pour la furine, soit la N-propargylglycine en P1’, 
soit l’amide gamma-azoturobutyrique en P9, ou encore les deux modifications à la fois. Afin de 
comprendre les causes de cette perte d’affinité, il aurait été intéressant de procéder à une analyse de 
docking de nos inhibiteurs dans la cavité catalytique de l’enzyme. Malheureusement, la région C-
terminale, endroit ayant été modifié par rapport au peptide contrôle correspond à l’endroit le modèle 
cristallin que nous possédons est celui de l’enzyme lié à deux endroits de façon covalente avec son 
inhibiteur. Même en retirant virtuellement l’inhibiteur du modèle cristallin, la région où sont situés les 
deux groupements formant un lien covalent est stériquement déformée par rapport à un modèle 
cristallin où la cavité catalytique serait vide. Ainsi, nous avons opté pour un exercice de visualisation 
qualitative plutôt qu’un docking par modélisation moléculaire. 
 
Nous avons émis l’hypothèse que la perte d’affinité pouvait être due soit à un encombrement stérique 
supplémentaire par ces groupements fonctionnels ou soit à une restriction conformationnelle par ces 
derniers. Dans le cas du monomère non-cyclique comme dans le cas des composés cycliques, nous 
Inhibiteur Ki (nM) 
Monomère linéaire P9-P1’ (1) 124  
Monomère cyclique P9-P1’ (2) 165  
Dimère cyclique P9-P1’ (3) 200  
Inhibiteur peptidique contrôle 19  
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croyons que la N-propargylglycine, insérée directement au site de clivage viendrait effectivement 
encombrer l’inhibiteur diminuant son affinité pour la furine. Lors de la liaison avec l’enzyme, le 
carbonyle électrophile de la position P1 vient s’orienter de façon à former deux ponts hydrogène avec le 
sommet de l’hélice α5 ainsi qu’un troisième avec l’amide de la chaine latérale de l’asparagine 296 
(figure 37). Cette conformation restreint le résidu P1’ à occuper le peu d’espace disponible dans le sous-
site S1’. La modification de la position P1’ en N-propargylglycine ajoute de l’encombrement à l’endroit 
même où est située l’histidine de la triade catalytique. Cela pourrait expliquer pourquoi ces trois 












Figure 37. La région où nous avons ajouté la chaine propargylique est occupée par l’histidine de la 
triade catalytique 
 
Pour comprendre quelle était la source la plus probable de la perte d’affinité du monomère cyclique, 
nous avons choisi de le représenter visuellement dans l’enzyme à l’aide du logiciel Pymol. Notez que 
cette analyse ne consiste pas en une étude de docking par modélisation, mais seulement un exercice de 
visualisation qualitative. Nous avons donc extrait l’inhibiteur décanoyl-RVKR-chlorométhylcétone du 
fichier 1P8J.pdb et nous avons sélectionné les résidus P1 à P4 pour s’en servir comme point de départ 
pour fabriquer un modèle de l’inhibiteur cyclique. En prenant soin de restreindre au maximum les 
positions P1 à P4 dans la conformation identique à celle du cristal de furine, nous avons complété la 
structure tridimensionnelle de l’inhibiteur cyclique en lui donnant une conformation aléatoire. La figure 
38 permet d’observer cette construction à partir de laquelle on constate la forme ovale allongée 
nécessaire à la géométrie de P1 à P4 dans le modèle. Cette conformation rapproche considérablement 
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les côtés opposés du macrocycle et augmente la possibilité d’interactions stériques défavorables entre 
les positions P1 à P4 et les positions P5 à P8. Ainsi, la barrière énergétique pour atteindre la 
conformation active, plus importante dans le macrocycle monomérique dans le peptide linéaire, pourrait 
provenir du choix de la grandeur du cycle. Un cycle plus grand permettrait plus de flexibilité et une 
barrière énergétique plus faible lors de l’adoption de la conformation active. C’est d’ailleurs ce qui est 
observé dans le cas du dimère cyclique. En revanche, un cycle plus petit et plus rigide situé à un endroit 
qui n’interviendrait pas avec l’adoption de la conformation active pourrait aussi corriger le problème. Si 
le peptidomimétique n’inclut pas la totalité de la séquence et que les résidus P1 à P4 sont libres de 
restrictions conformationnels cycliques, la longueur du cycle devient moins influente sur l’affinité avec 













Figure 38. – Représentation fictive du complexe Monomère P9-P1’ cyclique dans la conformation 
active avec la furine. En bleu, le fragment P1 à P4 de l’inhibiteur dans la structure 1P8J.pdb et en 
orange, le modèle fictif dans la conformation forcée des groupements P1 à P4. 
 
Le dimère cyclique lui possède un cycle deux fois grand que celui du monomère. Il y a ainsi dans 
l’ensemble du cycle nettement moins de torsion de cycle et l’hypothèse que nous avons fondée pour le 
monomère cyclique ne s’applique donc probablement pas ici. Toutefois, rappelons-nous qu’il est 
présumé que le dimère peut atteindre une structure de feuillet bêta antiparallèle en solution. Puisque les 
extrémités des fragments peptidiques formant le feuillet sont maintenues en place par les fragments 
non-peptidiques, le dimère est contraint à rester droit de la tête à la queue (figure 39). Or, rappelons-
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nous que la conformation active nécessite que le brin venant s’insérer dans la cavité soit tordu pour 
obtenir la bonne géométrie des positions P1 à P4 (figure 39). Le dimère, sous forme de feuillet bêta à 
brins droits, n’a donc pas exactement la conformation idéale à la liaison avec l’enzyme ce qui pourrait 














Figure 39. À gauche : Feuillet bêta en tête d’épingle; les extrémités étant reliées l’une à l’autre, les 
brins sont droits. À droite : Feuillet bêta aux brins non reliés; les brins sont tordus 
 
2.2.3 Stabilité plasmatique et motif de dégradation 
Malgré leur affinité pour la furine diminuée par rapport au modèle peptidique, ces inhibiteurs 
macrocycliques peuvent tout de même se révéler être de meilleurs candidats que l’inhibiteur peptidique 
en milieu biologique si leur stabilité face à la dégradation par les peptidases est augmentée. En effet, un 
inhibiteur de forte affinité ayant une demi-vie très courte n’effectue pas son action inhibitrice pendant 
très longtemps tandis qu’un inhibiteur de plus modeste affinité ayant une demi-vie plus importante peut 
effectuer son action sur une plus grande période de temps, permettant ainsi potentiellement la possibilité 
d’observer un effet biologique lors d’essai in vivo. Ainsi, afin d’évaluer cette stabilité en milieu 
biologique, mes collègues Fréderic Couture et François D’Anjou ont mis au point une analyse de 
stabilité en incubant ces inhibiteurs dans un extrait de plasma de sang de souris. Le plasma des 
mammifères contient une multitude d’enzymes de dégradation, autant des endopeptidases que des 
  52 
exopeptidases, et cette analyse sert à nous donner une idée approximative de la stabilité de nos 
inhibiteurs. Des échantillons ont été prélevés du milieu à divers moments pour évaluer la disparition du 
peptide dans le temps (tableau 3).  
 
Tableau 3. Stabilité plasmatique des inhibiteurs P9-P1’. Demi-vie des composés incubés dans un isolat 
de plasma de souris  
 
Bien que la stabilité ait été augmentée légèrement dans le cas du monomère non-cyclique et du dimère 
cyclique, il n’en reste pas moins que ces inhibiteurs subissent toujours une dégradation rapide, malgré 
les modifications peptidomimétiques effectuées. Le monomère cyclique, quant à lui, possède une demi-
vie inférieure au monomère non-cyclique ce qui est, à première vue, surprenant puisque nous nous 
attendions à observer une augmentation de la stabilité pour les inhibiteurs cycliques. Toutefois, il est 
utile de se rappeler que les molécules synthétisées demeurent, dans certain cas, des cibles potentielles 
des exopeptidases et surtout des endopeptidases. Ces enzymes de dégradation ont toujours la possibilité 
d’hydrolyser la région peptidique de ces inhibiteurs. Or, la formation d’un macrocycle à partir de la 
séquence de l’inhibiteur peptidique force la molécule à adopter la courbure idéale de la chaine 
principale pour former un complexe avec les endopeptidases à sérine. Tel que discuté tout au long du 
chapitre 1, cette courbure est la conformation adopté de façon ubiquitaire dans la nature par les 
inhibiteurs naturels. Combiné avec la possibilité d’adopter la conformation de brin bêta tordu dans les 
positions P1 à P4 (figure 17), le monomère cyclique devient un substrat idéal pour les endopeptidases, 
ce qui expliquerait sa demi-vie diminuée par rapport au monomère non-cyclique. Ainsi,  bien que cette 
conformation soit souhaitée pour favoriser la liaison avec la furine, elle favorise aussi, du même coup, 
la liaison avec les endopeptidases à sérine qui sont responsables de sa dégradation. Tandis que le 
monomère cyclique à une demi-vie inférieure à l’inhibiteur peptidique, le dimère cyclique semble avoir 
une stabilité supérieure face à la dégradation par les peptidases. Cet inhibiteur possède en fait la 
possibilité de former un feuillet bêta intramoléculaire dans lequel la conformation des positions P1 à P4 
Inhibiteur Demi-vie 
Monomère linéaire P9-P1’ (1) 1.4 h 
Monomère cyclique P9-P1’ (2) 0.75 h 
Dimère cyclique P9-P1’ (3) 1.7 h 
Inhibiteur peptidique contrôle 1.2 h 
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n’est pas nécessairement celle d’un brin tordu. Afin de former un complexe avec les protéases à sérine, 
un changement conformationnel doit avoir lieu dont la barrière énergétique est supérieure à celle des 
monomères cycliques, ce qui est cohérant avec les valeurs de cinétique enzymatique obtenu au tableau 
2. Toutefois, afin de vérifier toutes ces hypothèses, il serait nécessaire d’effectuer la conception et la 
synthèse d’inhibiteurs complètements figés dans la conformation idéale, ce qui représenterait en soi un 
projet de recherche. 
 
Avant de poursuivre vers la conception d’une prochaine génération d’inhibiteurs cycliques, nous avons 
tenté de déterminer les sites de clivages les plus susceptibles d’être hydrolysés en effectuant une analyse 
des métabolites en fonction du temps. Pour ce faire, nous avons incubé encore une fois nos inhibiteurs 
dans du plasma de souris pendant différents intervalles de temps pour ensuite observer ces aliquotes par 
spectrométrie de masse. Les fragments de peptides produits par la dégradation du peptidomimétique en 
fonction du temps permettent de découvrir de quelle façon est digéré l’inhibiteur, ce qui se révèle être 
une information indispensable dans la conception de futurs inhibiteurs. Au temps t = 0 min, l’analyse 
par spectrométrie de masse démontre une prépondérance de la masse de l’inhibiteur intact ainsi qu’une 
multitude de pics provenant du milieu plasmatique. Par la suite, les échantillons ayant été incubés à 
différent intervalle démontrent un pic correspondant à la masse de l’inhibiteur de plus faible intensité et 
de nouveaux pics sont observables, correspondant aux métabolites de la dégradation par les peptidases. 
Cette analyse est utilisée couramment dans le laboratoire et elle a fait ses preuves pour une multitude de 
composés non-cycliques dans le cadre de projets différents de celui discuté dans cet ouvrage. Toutefois, 
l’analyse de dégradation s’est révélée beaucoup plus difficile à interpréter dans le cas des composés 
cycliques que dans le cas de composés non-cycliques. Lorsqu’un composé non-cyclique est clivé, nous 
pouvons déterminer où a eu lieu le clivage en observant deux nouveaux pics par spectrométrie de 
masse. Lors du clivage, l’amide qui est hydrolysé génère un fragment de masse +1 correspondant à 
l’ajout d’un hydrogène sur l’amine nouvellement formée ainsi qu’un fragment de masse +17 
correspondant à l’ajout d’un atome d’hydrogène et d’un atome d’oxygène à l’acide nouvellement 
formé. Il est donc facile de déduire avec cette information l’endroit où a eu lieu l’hydrolyse. Toutefois, 
dans le cas d’inhibiteurs peptidomimétiques cycliques, le clivage par une endoprotéase donne un pic 
d’une masse M+18 Da et du coup un inhibiteur non-cyclique. Le problème est de déterminer où a été 
effectuée cette hydrolyse, car peu importe le site de clivage, la masse du composé non-cyclique généré 
sera la même. Afin de pouvoir conclure sur la dégradation de ces composés cycliques, il faut plutôt 
tenter d’observer les métabolites secondaires formés par un deuxième clivage peptidique. Toutefois, 
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puisque le premier clivage peut se produire à plusieurs endroits, il devient rapidement difficile de 
comprendre quels sont les pics correspondant aux métabolites de l’inhibiteur, d’autant plus que ces 
derniers sont éparpillés et superposés avec les pics du milieu plasmatique. Toutefois, nous parvenons à 
observer que certains des premiers métabolites formés ayant une masse plus près de celle de l’inhibiteur 
non dégradé possèdent une masse M – Arg et M - (2 x Arg). Cette donnée semblerait indiquer une 
préférence pour les endopeptidases à cliver quelque part dans la séquence des trois arginines 
consécutives (…R-A-R-R-R-K-K-R…). Cette observation n’est pas si surprenante puisqu’il existe 
plusieurs peptidases dont le motif de clivage repose sur la présence d’une arginine en P1, comme par 
exemple, la trypsine essentielle à la digestion. Ces informations démontrent donc qu’il serait intéressant 
d’éventuellement modifier cette région afin de le rendre plus stable à la dégradation en changeant la 
chaine principale de l’inhibiteur de sorte à diminuer sa reconnaissance par les enzymes de dégradation. 
De plus, il est pertinent de voir les derniers inhibiteurs peptidomimétique comme des inhibiteurs ayant 
une partie biologiquement reconnaissable faite d’acides aminés naturels et une autre partie faite 
d’acides aminés modifiés non reconnaissables en milieu biologique. Cependant, on constate que le site 
de clivage le plus vulnérable révélé par cette analyse se situe dans la région la plus éloignée des 
fragments organiques non naturels, ce qui pourrait signifier que les amides plus près des modifications 
peptidomimétiques ont été partiellement protégés. 
 
Étant donné les précédents résultats, nous avons conclu que la furine a le potentiel d’accepter des 
inhibiteurs peptidomimétiques cycliques ayant une demi-vie plasmatique plus importante que 
l’inhibiteur peptidique et dont le gain de stabilité face aux peptidases est nettement amélioré. Toutefois, 
il serait judicieux de concevoir une version améliorée de nos monomères et dimères cycliques de sorte 
que les groupements fonctionnels servant à la fermeture de cycle ne viennent pas gêner l’atteinte de la 
conformation active du peptide tout en tentant de protéger davantage le centre de la séquence peptidique 
face aux endopeptidases.  
 
2.3 Inhibiteurs P9-P3 cycliques 
 
Rappelons-nous que l’étude du cristal de la furine inhibé par l’inhibiteur covalent décanoyl-RVKR-
chlorométhylcétone nous révèle la conformation des positions P4 à P1 dans l’enzyme. Alors que les 
positions P4, P2 et P1 voient leurs chaines latérales interagir fortement avec les sous-sites S4-S2 et S1, 
la position P3 elle ne semble servir qu’à la formation de deux ponts hydrogène du aux amides impliqués 
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dans la formation du feuillet bêta antiparallèle. Il est aussi possible d’observer que la chaine latérale est 
orientée vers l’extérieur de l’enzyme et il est donc possible qu’elle ne soit pas à l’origine d’interactions 













Figure 40. Position P3 – Chaine latérale orientée vers l’extérieur de la fente catalytique 
 
Nous avons donc émis l’hypothèse que cette chaine latérale est potentiellement une région intéressante 
pour la conception de molécule cyclique en ajoutant un groupement fonctionnel de cyclisation à cet 
endroit. En cyclisant de P9 à P3, nous laissons intact la région P1-P1’ qui semble avoir été la source 
d’une perte d’affinité pour les premiers inhibiteurs cycliques en plus de laisser libre de toutes tensions 
de cycle les positions P2, P1 et P1’. De plus, une fermeture de cycle via la chaine latérale P3 minimise 
les conformations possibles en faveur de la conformation active dans l’enzyme. Finalement, en 
rapprochant les modifications non-peptidiques du centre de l’inhibiteur, il se pourrait que la stabilité 
face aux endopeptidases soit augmentée.  
 
De plus, aux divers arguments mentionnés ci-haut vient s’en ajouter un de taille. La nature possède 
diverses façons d’inhiber les protéases à sérine tel que les serpines et les inhibiteurs macromoléculaires 
compétitifs dont nous avons déjà discuté.  Parmi ceux-ci, on en retrouve plusieurs dont la position P3 
est occupée par une cystéine. Ces cystéines sont généralement reliées via un pont disulfure à une 
seconde cystéine située sur une hélice alpha, structure qui par sa rigidité vient maintenir la 
conformation active de l’inhibiteur biologique (figure 41). Ainsi si la nature parvient à utiliser la 
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position P3 pour favoriser la conformation active de l’inhibiteur, nous pensons que nous pouvons y 












Figure 41. Inhibiteur de protéase à sérine utilisant la position P3 pour effectuer un pont disulfure 
 
Puisque la position P3 est occupée par une lysine dans la séquence du peptide contrôle et que l’échange 
d’une amine par un azoture triflique est une réaction bien documentée dans la littérature, nous avons 
choisi de modifier cette position par une ε-azoturo-lysine, stable en condition de synthèse sur phase 
solide.
43
 En incorporant ensuite un alcyne en N-terminal via le groupement acide 6-heptynoïque et en 
utilisant la même stratégie de synthèse sur support solide et la même stratégie de cyclisation que pour la 
première génération de composés cycliques, nous avons formé les trois peptides illustrés aux figures 42, 










Figure 42. Structure moléculaire du Monomère P9-P3 linéaire (4) 






























Figure 44. – Structures moléculaires du dimère cyclique P9-P3 (6) 
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Tel qu’il a été effectué pour la première génération de composés cycliques, nous avons procédé à 
l’étude de cinétique enzymatique de ces inhibiteurs pour valider leur potentiel d’inhibiteur sur la furine. 
Le tableau 4 montre les résultats obtenus : 
 
Tableau 4. Constante d’inhibition des composés cycliques P9-P3 sur la furine 
 
Alors que les premiers inhibiteurs cycliques avaient fait chuter drastiquement de l’ordre d’une unité 
logarithmique le potentiel d’inhibition de la furine, les nouveaux composés semblent tous retenir leur 
affinité pour l’enzyme démontrant la possibilité d’utiliser la chaine latérale de la position P3 dans la 
conception d’inhibiteurs macrocycliques. Nous avons ensuite procédé à l’analyse de la stabilité 
plasmatique de cette seconde génération d’inhibiteurs cyclique (tableau5). 
 
Tableau 5. Stabilité plasmatique des inhibiteurs P9-P3 
 
On observe cette fois un gain de stabilité pour le monomère non-cyclique ainsi que pour le dimère 
cyclique alors que le monomère cyclique lui semble beaucoup moins stable en milieu biologique. Ce 
gain de stabilité est très intéressant puisqu’en toute logique nous nous attendions à une dégradation 
rapide du fragment P2, P1 et P1’, car ces résidus ne faisant pas partie du cycle sont donc sujets à la 
dégradation par les carboxypeptidases. Il est impossible avec cette expérience par HPLC de nous 
Inhibiteur Ki (nM) 
Monomère linéaire P9-P3 (4) 15 
Monomère cyclique P9-P3 (5) 21 
Dimère cyclique P9-P3 (6) 67 
Inhibiteur peptidique contrôle 19 
Inhibiteur Demie-vie 
Monomère linéaire P9-P3 (4) 2.1 h 
Monomère cyclique P9-P3 (5) 0.5 h 
Dimère cyclique P9-P3 (6) 3.5 h 
Inhibiteur peptidique contrôle 1.2 h 
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renseigner sur la stabilité de la région cyclique de ces inhibiteurs puisque la perte d’intensité du pic 
initial correspond fort probablement à l’hydrolyse du fragment C-terminal non cyclisé. Pour évaluer la 
stabilité du cycle P9-P3, il faudrait plutôt synthétiser une version de l’inhibiteur cyclique P3 à P9 sans 
les acides aminés P2, P1 et P1’ ou encore faire une nouvelle génération d’inhibiteurs cyclique en 
protégeant l’extrémité C-terminale. Heureusement, nous pouvons déjà observer un gain de stabilité 
important pour deux de ces inhibiteurs. 
 
Puisque ces derniers inhibiteurs possèdent une excellente affinité pour la furine mais que le fragment C-
terminal est potentiellement sujet à la dégradation enzymatique, nous avons choisi d’effectuer la 
conception d’une troisième génération d’inhibiteurs cyclique en ajoutant une protection à cette 
extrémité. Plusieurs stratégies peuvent être utilisées pour cela telles qu’un groupement mimétique 
d’amide résistant au clivage enzymatique ou encore un groupement peptidomimétique diminuant la 
reconnaissance moléculaire par les enzymes. Puisqu’il y a trois sites potentiels d’hydrolyse dans le 
fragment C-terminal de la dernière génération d’inhibiteurs peptidomimétiques, nous avons plutôt opté 
pour la stratégie de minimisation de la reconnaissance moléculaire. 
 
La méthode utilisée fut d’incorporer un acide aminé modifié mimétique d’arginine en position P1. La 
position P1 est une position que l’on croit très sensible aux modifications dans l’inhibiteur dû aux 
nombreuses interactions électrostatiques qu’elle effectue avec l’enzyme ainsi qu’au pont hydrogène 
formé à partir de l’hydrogène porté par l’azote de l’amide P2-P1. Notre groupement peptidomimétique 
devait donc être conçu avec délicatesse afin de ne pas interférer avec les groupements fonctionnels à 
l’origine de ces forces attractives. Or, une méthode de modification peptidomimétique connue de la 
littérature était à l’essai au même moment dans le laboratoire sur la conception d’inhibiteur de PACE4, 
une autre convertase impliqué dans la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate. Il s’agit d’un 
projet, effectué en parallèle par ma collègue Sophie Beauchemin, ayant nécessité la synthèse d’une 
quantité importante du mimétique d’arginine. Cette modification diminue le potentiel de reconnaissance 
enzymatique par la modification des atomes formant la chaine principale, offrant un gain de stabilité en 
diminuant la reconnaissance par les peptidases. La figure 45 montre ces composés appelés aza-acides 
aminés ont leurs chaines latérales portées par un atome d’azote plutôt qu’un carbone ce qui élimine le 
centre chiral de l’acide aminé et ils sont homologués d’un carbone, éloignant ainsi le carbonyle 
électrophile de la sérine catalytique. De plus, une modification aza-arginine en P1 ne vient pas interférer 
avec la formation du pont hydrogène important issu de l’amide P2-P1. En nous appuyant sur des 
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résultats favorables de cette modification obtenus dans un projet en parallèle ciblant PACE4, nous 








Figure 45. Gauche : groupement L-arginine naturel utilisé en synthèse peptidique. Droite : groupement 
aza-arginine utilisé comme peptidomimétique d’arginine. 
 
Les résultats obtenus sur PACE4 avec une modification aza-arginine en position P1 du peptide de ce 
projet ont démontré son efficacité à maintenir l’affinité pour l’enzyme tout en augmentant la stabilité du 
composé. Nous avons donc choisi de combiner cette modification avec la formation du cycle P9-P3 
pour obtenir les 3 composés illustrés aux figures 46, 47 et 48. 
 
 
Figure 46. Structure moléculaire du Monomère P9-P3 aza Arg-P1 linéaire (7) 
 
 
































Figure 48. – Structures moléculaires du dimère cyclique P9-P3 aza-Arg P1 (9) 
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Nous avons ensuite effectué une analyse de cinétique enzymatique de ces inhibiteurs sur la furine et 
nous avons obtenu les résultats suivants (tableau 6) : 
 
Tableau 6. Potentiels d’inhibition des monomères et du dimère P9-P3-aza-Arg-P1 
 
Nous pouvons observer que les résultats obtenus pour l’ajout de la modification aza-Arginine en P1 
semblent conserver une excellente inhibition bien que les constantes d’inhibition soient légèrement 
supérieures aux résultats obtenus pour les composés cycliques P9-P3 desquels ils découlent. Ainsi, cela 
semblerait confirmer une fois de plus que la position P3 est une position clef dans le développement 
d’inhibiteurs macrocycliques de la furine (tableau 7 ).  
 
Tableau 7. Stabilité plasmatique des inhibiteurs P9-P3- aza-Arg-P1 
 
Toutefois, les stabilités plasmatique de ces inhibiteurs semblent moins bonnes que celles des composés 
P9-P3. Il s’agit d’un résultat surprenant puisque le groupement aza-arginine a été choisi dans l’espoir 
d’augmenter la stabilité et il semble effectuer l’effet inverse à l’exception du monomère cyclique pour 
qui la stabilité a été augmentée. En comparant la stabilité des composés P9-P3 et des composés P9-P3-
aza-P1, il ne semble pas y avoir de tendance logique révélée par les données. Nous pensons que cela 
puisque être expliquer par le fait que ces inhibiteurs sont somme toute assez différents les uns des 
Inhibiteur Demi-vie  
Monomère linéaire P9-P3 aza-Arg-P1 (7) 0.40 h 
Monomère cyclique P9-P3 aza-Arg-P1 (8) 1.36 h 
Dimère cyclique P9-P3 aza-Arg-P1 (9) 0.61 h 
Inhibiteur peptidique contrôle 1.2 h 
Inhibiteur Ki (nM) 
Monomère linéaire P9-P3 aza-Arg-P1 (7) 65 
Monomère cyclique P9-P3 aza-Arg-P1 (8) 33 
Dimère cyclique P9-P3 aza-Arg-P1 (9) 45 
Inhibiteur peptidique contrôle 19 
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autres, qu’il peuvent tous adopter des conformations assez différentes, en plus d’être susceptible d’être 
dégradé par différentes peptidases. 
 
2.4 Inhibiteurs P9-P3 cycliques fluorescents 
Maintenant que nous détenons des inhibiteurs macrocycliques intéressants en mains, nous pouvons 
commencer à nous questionner quant aux propriétés biologiques de ces composés. L’une des propriétés 
importantes que doivent posséder nos composés est la possibilité de se rendre à leur cible. Or, la furine 
est synthétisée et maturée dans le réseau transgolgien et elle est ensuite distribué dans des endosomes 
ainsi qu’à la surface cellulaire. Les cellules infectées au H5N1 quant à elle synthétisent aussi leurs 
hémagglutinines dans le réseau transgolgien pour ensuite être envoyées à la surface cellulaire et former 
de nouveaux virions. Comme ces deux protéines possèdent le même cheminement cellulaire, il n’est pas 
facile de déterminer à quel endroit s’effectue la rencontre de ces deux protéines. Pour être efficaces, nos 
inhibiteurs se doivent donc de pouvoir atteindre la membrane cellulaire tout comme ils se doivent de 
pénétrer efficacement dans la cellule pour assurer leur action antivirale. Pour savoir si nos inhibiteurs 
pénètrent la cellule, nous devons avoir recours à une stratégie d’imagerie fluorescente. Certains travaux 
faits par mes collègues Anna Kwiatkowska et Roxanne Desjardins ont déjà démontré l’efficacité de 
l’inhibiteur peptidique à pénétrer les membranes cellulaires grâce à cette technique. En synthétisant une 
version de l’inhibiteur peptidique lié à un chromophore fluorescent comme dans la figure 49, il est 
possible de créer des superpositions d’images comme dans la figure 50, nous renseignant sur l’endroit 
où s’accumule ce dernier peptide dans une cellule. En superposant une image prise avec une source de 
lumière visible avec une image prise avec une excitation ultra-violette en présence de notre inhibiteur 
fluorescent, nous pouvons déterminer la localisation de ces chromophores. 
 
Figure 49. Inhibiteur peptidique modifié pour l’imagerie fluorescente 













Figure 50. Imagerie fluorescente de l’inhibiteur peptidique en milieu cellulaire 
 
Pour effectuer cette analyse, il nous faut d’abord effectuer la synthèse de nos composés en leur ajoutant 
un chromophore. Le chromophore courramment utilisé en synthèse peptidique est la fluorescéine et 
l’isothiocyanate de fluorescéine pour sa compatibilité avec la synthèse sur support solide.44 Nous 
désirions donc d’incorporer l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) à nos inhibiteurs cycliques, mais 
pour ce faire, il nous a d’abord fallu déterminer à quel endroit dans la structure de notre inhibiteur nous 
pouvions greffer ce groupement fonctionnel. Normalement en synthèse peptidique classique, nous 
ajouterions se groupement à l’extrémité N-terminale de notre inhibiteur puisqu’une amine libre y est 
disponible et qu’il s’agit de l’endroit le plus éloigné du site catalytique et des groupements P4 à P1 les 
plus importants dans la liaison avec la furine. Or, nos peptides cycliques n’ont pas d’extrémité N-
terminale libre. Nous avons donc pensé à utiliser la chaine latérale de l’une des nombreuses arginines 
présente dans l’inhibiteur en la substituant par une lysine possédant une amine libre en bout de chaine. 
À partir de cette amine il est facile de coupler un espaceur sur lequel sera attaché le groupement 
isothiocyanate de fluorescéine. Mais quelle arginine utiliser? Puisque les deux arginines les plus 
éloignées dans la séquence sont celles des positions P6 et P8, nous avons choisi de procéder à une 
expérience préliminaire dans le but d’orienter notre choix vers l’une de deux positions.45 Nous avons 
donc synthétisé les quatre peptides illustrés à la figure 51. 
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Figure 51. – Inhibiteurs cycliques synthétisés en vue de déterminer le meilleur endroit pour y lier un 
chromophore Haut gauche : inhibiteur modifié en P8-Lys (10) Bas gauche : inhibiteur substitué par 
une P8-Octanoyl-Lys (11) Haut droite : inhibiteur modifié en P6-Lys (12) Bas droite : inhibiteur 
substitué par une P6-Octanoyl-lys (13) 
 
Nous avons ensuite procédé aux études de cinétique enzymatique sur chacun de ces composés (tableau 
8).  
Tableau 8. Constante d’inhibition des cycles P9-P3 à chaine latérale modifiée. 
 
Ces quatre peptides cycliques démontrent par leur constante d’inhibition très semblable que cette région 
de l’inhibiteur n’affecte pas grandement l’affinité avec la furine. Ainsi, puisque l’inhibiteur P8-octyl est 
Inhibiteurs Ki (nM) 
Modification P6-Lys (12) 42.4 
Modification P6-octanoyl-Lys (13) 101 
Modification P8-Lys (10) 77.3 
Modification P8-octanoyl-Lys (11) 90.4 
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légèrement meilleur que l’équivalent en P6, nous pourront éventuellement tenter d’effectuer la synthèse 
des composés fluorescents suivants pour l’étude de pénétration cellulaire de nos composés 
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CHAPITRE 3 : CONCEPTION D’INHIBITEUR NON-MACROCYCLIQUES DE LA FURINE  
 
3.1. Protection N-terminale 
En plus de travailler au développent de composés cycliques inhibiteurs de furine, nous avons aussi 
effectué en parallèle quelques projets de conception d’inhibiteurs non-cycliques dans le but de comparer 
les avantages et désavantages des deux approches. Ainsi, nous avons choisi de concevoir une version de 
notre séquence peptidique modifiée en N-terminal puisqu’il s’agit de l’extrémité la plus éloignée de la 
triade catalytique et que les modifications y sont donc mieux tolérées par l’enzyme. Nous avons donc 
choisi d’effectuer la modification de l’amide entre les positions P8 et P7 de l’inhibiteur.  Pour ce faire, 
nous avons tenté d’incorporer la « chimie click » dans le but de remplacer l’amide par un triazole non 
hydrolysable.
46
 Le triazole conserve la forme planaire de l’amide tout en conservant des orbitales 
moléculaires π pouvant faire de l’empilement. Toutefois, la distance entre les carbones alpha des 
positions P7 et P8 augmente légèrement par rapport à l’amide en passant de 3.8 Å à 5.0 Å telle que 
visibles dans la figure 53. La géométrie de la rotation du lien entre les deux acides aminés est aussi 
différente par rapport à l’amide et les conformations accessibles des chaines latérales ne seront pas 
exactement les mêmes. De plus, alors que l’amide possède un donneur et un accepteur de pont 
hydrogène orienté à 180 degrés l’un de l’autre, le triazole possède deux accepteurs du même côté du 
cycle aromatique. Finalement, il ne faut pas oublier que les amides possèdent un important moment 









Figure 53. Comparaisons de la capacité de donneur et accepteur de pont-H de l’amide et du triazole 
 
 






Figure 54. a) Dipeptide H-Arg-Ala-OH fait d’acides aminés naturels b) Modification 
peptidomimétique du lien amide par un triazole c) Modification peptidomimétique telle que synthétisée 
pour l’utilisation en synthèse sur support solide (22) 
 
La figure 54 a) et b) montre la ressemblance entre un dipeptide naturel et le peptidomimétique 
contenant modifié d’un triazole. Afin d’être utilisable en synthèse peptidique, nous avons synthétisé le 
composé (22) de la figure 54 c) en solution pour ensuite former, sur support solide, l’inhibiteur 
peptidique de la figure 55 possédant un triazole entre les positions P8 et P7 de la séquence sans toucher 
aux propriétés chimiques des chaines latérales. Nous avons ensuite procédé à une étude de cinétique 









Figure 55. Inhibiteur peptidomimétique modifié P8-P7-triazole (14) 
 
Tableau 9. Constante d’inhibition du composé P8-P7-Triazole 
 
Inhibiteur Ki (nM) 
P8-P7-Triazole (14) 13 
Inhibiteur peptidique contrôle  19 
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Nous avons obtenu pour cette modification un Ki de 13 nM  (tableau 9 ) ce qui est du même ordre de 
grandeur que la valeur de l’inhibiteur peptidique contrôle ayant un Ki de 19 nM. Cette modification ne 
semble donc pas nuire à l’affinité avec l’enzyme ce qui semble justifiable par le fait qu’elle est située à 
un endroit du peptide plutôt éloigné de la triade catalytique et où les interactions enzyme-ligand sont 
moins spécifiques et moins nombreuses. En fait, il est même impossible de déterminer pour l’instant si 
cette région de l’inhibiteur effectue la moindre liaison avec l’enzyme puisqu’aucun complexe enzyme-
substrat n’a été cristallisé avec un inhibiteur de cette longueur. Les résultats de cinétique enzymatique 
peuvent donc indiquer soit que la modification triazole en P8-P7 n’influence pas négativement la liaison 
avec l’enzyme, ou encore qu’aucune interaction majeure n’est présente à cet endroit. 
 
L’analyse suivante effectuée fut le test de stabilité en milieu plasmatique. Alors que l’inhibiteur 
peptidique se fait complètement dégrader dans les 24 heures d’incubation, on retrouve encore 20% du 
peptidomimétique modifié par un triazole après la même période de temps. Bien que cette analyse 
démontre une augmentation nette de la demi-vie plasmatique de l’inhibiteur protégé en N-terminal, il 
n’en reste pas moins que celui-ci est toujours rapidement dégradé. Il semblerait donc raisonnable de 
penser que la dégradation la plus rapide se fait due côté C-terminal de l’inhibiteur. C’est d'ailleurs ce 
que l’analyse suivante semble démontrer. Nous avons effectué l’analyse par spectrométrie de masse des 
échantillons incubés dans le plasma de souris sur l’inhibiteur modifié d’un triazole en P8-P7 ainsi que 
sur l’inhibiteur peptidique. La figure 56 illustre une version simplifiée de ce que nous avons pu 










Figure 56. Conclusions de l’analyse du patron de dégradation, fragments retrouvés en fonction du 
temps. Les flèches indiquent l’apparition des fragments de clivage après la période de temps indiquée 
Haut : l’inhibiteur peptidique et Bas : l’inhibiteur peptidomimétique modifié en triazole en P8-P7 (14) 
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Dans cette figure, les flèches représentent les fragments dégradés en C-terminal ayant été retrouvés 
après les périodes de temps indiquées. Ainsi, après une heure, on retrouve le fragment Ac-RRRRKKR-
OH et après 4 heures le fragment Ac-RARRRKK-OH dans le cas de l’inhibiteur peptidique. Nous 
avons constaté que dans les deux cas, la dégradation semble suivre un patron de dégradation 
caractéristique des carboxypeptidases, signifiant qu’ils sont plus rapidement dégradés par l’extrémité C-
terminale. On constate aussi que la modification de l’amide entre P8 et P7 par un lien non clivable 
affecte bel et bien la stabilité puisque les fragments clivés ne sont visible qu’après 6 heures. Cette légère 
augmentation de la stabilité provient de la diminution du caractère peptidique de l’inhibiteur qui est 
moins bien reconnu par les peptidases même si celles-ci clivent du côté opposé du peptidomimétique. 
Toutefois, un gain plus important serait potentiellement accessible par la protection de l’extrémité C-
terminale qui est directement sujette à l’attaque des carboxypeptidases. Cette méthode est aussi plus 
risquée, car les résidus situés dans cette région de l’inhibiteur sont à la source des fortes interactions 




 En sondant la littérature, nous avons été surpris de constater la forte affinité pour la furine de certains 
inhibiteurs à base d’acides aminés non naturels. Parmi ceux-ci, les résultats obtenus par le groupe de 
Lindberg sont particulièrement surprenants.
47
 Dans leur étude des substrats de la furine, ils ont entre 
autres testé comparativement deux inhibiteurs polyarginine, l’un étant une nona-L-arginine et la 
seconde étant une nona-D-arginine. Le tableau 10 démontre les valeurs obtenues pour ces inhibiteurs : 
 




 Il est surprenant ici de constater que l’inhibiteur formé d’acides aminés dextrogyres, non disponibles en 
milieu biologique, soit celui qui a la meilleure affinité pour la furine. C’est à partir de cette observation 
que nous nous sommes intéressés à l’une des propriétés particulières des protéases à sérines. La plupart 
Inhibiteur Ki (nM) 
Hexa-Arg  114 
Hexa-Dextro-Arg 106 
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des protéases à sérines forment un feuillet bêta tordu avec leurs substrats tel qu’il a déjà été discuté et 
cette propriété peut être observée dans la plupart des cristaux disponibles en ligne sur Protein Data 
Bank. Ce feuillet bêta est anti-parallèle ce qui signifie que les brins impliqués dans la formation du 
feuillet on leurs extrémités N-terminale et C-terminale inversé l’une de l’autre. Or, en observant le 
résultat obtenu par le groupe de Lindberg, nous doutons fort qu’il soit possible pour l’inhibiteur hexa-
D-arginine de former un feuillet bêta antiparallèle, car cela viendrait placer les chaines latérales hors de 
leurs sous-sites respectifs. En revanche, la formation d’un complexe enzyme-inhibiteur formant un 
feuillet bêta parallèle donnerait aux chaines latérales la bonne géométrie pour le placement des résidus 
dans leurs sous-sites respectifs. À la lumière de ces observations, nous avons donc opté pour fabriquer 
un inhibiteur fait d’acides aminés D pour vérifier cette hypothèse. Nous avons donc conçu un peptide 
suivant une approche dite « rétro-inverso » dans laquelle chacun des acides aminés de la séquence est 
un acide aminé D et où la séquence a été inversée par rapport au modèle fait d’acides aminés naturels. 
Ainsi, nous croyons que le peptide obtenu formera une liaison avec l’enzyme en ayant son extrémité N-
terminale au site catalytique, inversant le sens des amides par rapport au peptide naturel, mais tout en 
conservant la bonne géométrie des carbones-α chiraux. Ainsi, nous pourrons comparer le potentiel 
d’inhibition d’une liaison par formation d’un feuillet bêta parallèle et antiparallèle afin de déterminer 
laquelle possède la meilleure affinité.
48
 De plus, étant formée d’acides aminés D non-naturels, la 
dégradation de ces peptides est naturellement lente puisque les peptidases ont de la difficulté à les 
reconnaître comme substrats, nous permettant de tester en même temps la stabilité métabolique des 

































Figure 57. Haut : Séquence Ac-RARRRKKR-NH2 servant de contrôle pour la liaison par feuillet bêta 
antiparallèle (15) Bas : Séquence H2N-rkkrrrar-Ac pour la liaison pa  feuillet bêta parallèle (16) (les 
caractères en lettres minuscules représentent des acides aminés dextrogyres). 
 
 Notez la ressemblance entre les deux structures, bien que les acides aminés soient de chiralité inversée, 
la géométrie des centres chiraux demeure compatible avec l’enzyme et les amides ont tous été inversés. 
Notez aussi que le peptide contrôle est la version octamérique de notre inhibiteur peptidique, car à la 
position P1’ est censé être occupée par une thréonine, acide aminé ayant un centre chiral dans sa chaine 
latérale. La fabrication de la version rétro-inverso de l’inhibiteur nonamérique aurait donc nécessité la 
synthèse de l’énantiomère de la thréonine ce qui nécessite beaucoup de temps et d’argent et qui a donc 
été omis dans l’étude présente. Le tableau 11 démontre les résultats de cinétique enzymatique des 
derniers inhibiteurs pour la furine :  
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 Tableau 11. Constante d’inhibition de l’inhibiteur peptidique Ac-RARRRKKR-NH2 et son inhibiteur 
rétro-inverso correspondant soit Ac-rkkrrrar-NH2. 
 
À la lumière de ces résultats, la première observation à faire est de constater la constante d’inhibition 
plus élevée de l’inhibiteur peptidique. Contrairement à l’inhibiteur peptidique nonamérique, l’inhibiteur 
peptidique octamérique (sans la thréonine) possède une affinité d’une unité logarithmique moindre avec 
la furine. Il semblerait donc que la suppression de la thréonine en P1’ fasse chuter légèrement le 
potentiel inhibiteur du peptide. Les résultats de cinétique enzymatique pour l’inhibiteur rétro inverso 
ont démonté une constante d’inhibition de 538 nM. Cette valeur, bien que représentant une moins 
bonne affinité avec la furine que pour les autres inhibiteurs obtenus jusqu’à maintenant, n’en reste pas 
moins celle d’un inhibiteur ayant un potentiel d’activité biologique. Cette baisse d’affinité par rapport 
au peptide naturel levrogyre pourrait indiquer la formation d’un feuillet bêta parallèle qui possède une 
énergie de liaison moindre par rapport au feuillet bêta antiparallèle. Afin de vérifier la stabilité de 
l’inhibiteur rétro-inverso en milieu biologique, nous avons procédé à nouveau à une étude de stabilité 
plasmatique ex-vivo. La figure 58 montre les données obtenues en fonction du temps pour la 












Inhibiteur Ki (nM) 
Inhibiteur Rétro-Inverso (16) 538 
Inhibiteur peptidique octamérique contrôle (15)  146 












Figure 58. Haut : Stabilité plasmatique de l’inhibiteur peptidique nonamérique, octamérique et Rétro-
Inverso. 
 
Alors que les inhibiteurs faits d’acides aminés naturels ne sont pratiquement plus détectables dans le 
plasma de souris après 24 heures, l’inhibiteur rétro-inverso semble être parfaitement stable face à la 
dégradation enzymatique. Ce résultat très prometteur ouvre la porte au développement de nouveaux 
composés utilisant l’approche rétro-inverso dans le laboratoire. Afin de confirmer le potentiel des 
inhibiteurs rétro-inverso, d’autres inhibiteurs devront être développés dans le futur en utilisant des 
acides aminés dextrogyre dans une séquence inversée et davantage d’expériences biologiques devront 
être effectuées. Parmi ces expériences, des analyses de toxicité cellulaire devront aussi être effectuées 
puisque des résultats parus dans la littérature ont déjà démontré un potentiel de toxicité pour divers 
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CHAPITRE 4 : CONSTRUCTION DE MODÈLES PAR HOMOLOGIE 
 
4.1. Formation d’un modèle par homologie de la structure tridimensionnelle de PACE4 
 
À ce jour, seule la furine a été cristallisée et analysée par diffraction des rayons X parmi la famille des 
PCs. Il y a toutefois une forte similarité entre les séquences primaires correspondant au domaine 
catalytique de chacune des proprotéines convertases ce qui nous permet de croire que la structure 
tridimensionnelle de ces enzymes le sont tout autant. Parmi ces enzymes, PACE4 représente une cible 
pharmacologique prometteuse dans le traitement du cancer de la prostate. Plusieurs composés ont été 
testés afin d’obtenir un inhibiteur peptidique ayant une certaine sélectivité pour PACE4 parmi les PCs 
tout en ayant une excellente affinité, révélant le potentiel de séquences multi-leucines. Avant de publier 
les résultats obtenus pour cet enzyme, nous avons souhaité comparer entre eux les complexes de la 
furine et PACE4 avec leurs inhibiteurs peptidiques respectifs. Pour se faire, il aurait été intéressant de 
cristalliser ces enzymes et d’en élucider la structure par diffraction des rayons X. Toutefois, ce type 
d’expérience nécessite une quantité importante de protéine d’un niveau de pureté extrêmement élevé et 
il est très difficile de cristalliser des protéines. Souhaitant quand même procéder à une analyse 
comparative de ces structures, nous avons donc opté de mettre à profit la forte similarité de ces 
séquences en générant un modèle tridimensionnel de l’enzyme PACE4 par homologie à partir du cristal 
de la furine.  
 
Pour cela, nous avons d’abord procédé à l’alignement des séquences primaires du domaine catalytique à 
l’aide de l’outil en ligne www.uniprot.org.50 La séquence de l’enzyme PACE4 humaine a été alignée à 
la séquence de la furine murine ayant été cristallisée dont le domaine catalytique partage 73.5% 
d’homologie. Les résidus ne figurant pas dans le cristal ont été omis pour donner un alignement de 
séquence incluant pour PACE4 les résidus 150 à 497 et pour la furine les résidus 108 à 445. La figure 






































Figure 59. Les deux premières lignes représentent l’alignement des séquences du domaine catalytique 
de PACE4 avec la furine. Les résidus en bleu sont les mêmes dans les deux séquences. La troisième 
ligne représente les emplacements des structures secondaires. Les résidus en vert sont les feuillets bêta, 
les résidus en mauve sont les hélices alpha et les résidus en jaune sont les tournants. Les résidus de la 
triade catalytique sont en rouge. 
 
L’alignement révèle qu’une grande proportion des résidus correspondants aux structures secondaires 
sont identiques dans les deux séquences. Ces structures secondaires jouent un rôle fondamental dans le 
repliement de la protéine dans sa structure tertiaire. Il est donc très probable que ces deux enzymes aient 
une structure tertiaire très semblable, renforçant notre intérêt à construire un modèle par homologie. 
Afin de générer une structure tridimensionnelle, nous avons utilisé le logiciel Modeller9v6 pour projeter 
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la séquence alignée de PACE4 sur le modèle cristallin de la furine. Nous avons d’abord édité le fichier 
1P8J.pdb pour ne conserver qu’une seule des huit chaines de furine qu’il contient et nous avons aussi 
éliminé le domaine P pour ne conserver que les résidus 108 à 445. Le logiciel nous permet ensuite de 
générer la structure tridimensionnelle de PACE4 en utilisant un algorithme de densité de probabilité de 
fonction. En ayant des restrictions géométriques telles que la longueur des liens entre les atomes, la 
proximité des atomes entre eux (répulsion stérique), les angles entre les orbitales des électrons de 
valence, les angles dièdres ainsi que le respect de la séquence de PACE4, les densités de probabilité de 
présence des atomes sont calculés et les résultats les plus probables sont générés dans un format pdb.   
 
Un inhibiteur peptidique de PACE4 a été développé au laboratoire et possède la séquence Ac-
LLLLRVKR-NH2. Cette chaine poly-leucine est chimiquement très différente de l’inhibiteur peptidique 
poly-arginine ciblant la furine. Alors que l’inhibiteur peptidique poly-arginine possède 7 charges 
positives à pH physiologique, l’inhibiteur poly-leucine n’en possède que 3. L’affinité de ces séquences 
diffère aussi d’un enzyme à l’autre. Alors que PACE4 semble accepter l’inhibiteur poly-arginine, la 
furine elle ne semble pas accommoder l’inhibiteur peptidique poly-leucine aussi aisément. Les affinités 
de ces inhibiteurs pour les deux enzymes sont observables dans le  tableau 12. 
 
Tableau 12. Valeur des constantes d’inhibition des inhibiteurs poly-arginine et poly-leucine sur la 
furine et PACE4 
 
Notre hypothèse est que la différence d’affinité des différentes séquences pour leurs enzymes repose sur 
la différence de charges dans la fente catalytique. Effectivement, en comparant les charges de la cavité 
catalytique de ces deux enzymes, on observe que la furine possède un excès d’environ 7 charges 
négatives regroupées dans sa pochette de liaison alors que PACE4 n’en possède que 4. La 
complémentarité des charges de ces différents complexes est flagrante. Alors que l’inhibiteur de furine 
possède 7 charges positives dans une pochette de liaison contenant un excès de 7 charges négatives, 
l’inhibiteur de PACE4 lui possède 3 charges positives dans une pochette de liaison qui contient un 
excès de 4 charges négatives. La différence la plus notable de charge est située en aval de la triade 
catalytique dans la cavité formant la pochette de liaison, plus précisément au sommet de l’hélice α4. Tel 
Inhibiteur Furin PACE4 
Ac-RARRRKKRT-NH2 19 nM 10 nM 
Ac-LLLLRVKR-NH2 430 nM 22 nM 
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que discuté maintes fois depuis le chapitre 1, les enzymes ayant une structure tertiaire appartenant à la 
famille des subtilisines ont généralement le potentiel d’effectuer un feuillet bêta avec leurs substrats. Ce 
feuillet a le potentiel de s’étendre jusqu’aux résidus adjacents à l’hélice α4, région formant les sous-
sites S5 à S8. Alors que la furine possède un excès de charges négatives à cet endroit dû aux résidus 
glutamates E271 et E272, PACE4 possède plutôt un résidu lysine chargée positivement et un résidu 
glutamine neutre. Cet équilibre des charges par rapport à la furine permet une certaine flexibilité dans le 
type de substrats que peut accepter PACE4. Puisque cette région de la cavité est faiblement chargée, 
l’inhibiteur polyi-leucine se liant à l’enzyme peut accéder au brin bêta sans trop d’encombres. 
L’inhibiteur poly-arginine quant à lui peut aussi se lier dans cette région de PACE4 dont les résidus très 
polaires sont compatibles à cet endroit. Toutefois, si l’inhibiteur poly-leucine tente de former un 
complexe avec la furine, l’excès de charges négatives défavorise la complémentarité du complexe, qui 
nécessite la présence de groupement basique. Ainsi, il semble que ces observations indiquent qu’il est 
possible de concevoir des inhibiteurs étant plus sélectifs pour PACE4 que pour la furine. Cette propriété 
est très importante, car en diminuant l’inhibition multiple de plusieurs PCs, il est possible de cibler plus 
efficacement le traitement du cancer de la prostate sans engendrer d’effets secondaires issus de 
l’inhibition des autres convertases.  
 
La figure 60 représente un des modèles que nous avons construits dans le but de visualiser les 
différences fondamentales entre ces deux enzymes. L’analyse comparative de ce modèle avec le cristal 
de furine et la discussion sur les différences entre la complémentarité des charges ont été publié 
récemment.
51
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Figure 60. Image stéréoscopique de a) Cristal de la furine (pdb : 1P8J) et b) modèle par homologie de 
PACE4. En rouge sont représentés les groupements anioniques et en bleu les groupements cationiques. 
Les atomes représentés en bâtonnets sont ceux de l’inhibiteur chlorométhylcétone présent dans le cristal 
de furine.  
 
  
  80 
CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
La conception, la synthèse, la purification et l’évaluation des propriétés biologiques de divers composés 
peptidomimétiques ont été réalisées pour ce mémoire. Malgré le nombre limité de composés ayant été 
synthétisés, leur conception rationnelle basée sur le cristal de la furine et sur l’étude des inhibiteurs 
naturels des protéases à sérine nous a permis de progresser dans le développement d’inhibiteurs de 
furine. En utilisant une approche multidisciplinaire par modélisation, conception, synthèse et évaluation 
biologique de peptidomimétiques, nous avons réussi à obtenir des résultats concrets pour le 
développement d’inhibiteurs de la furine. Les diverses méthodes utilisées nous ont permis non 
seulement d’améliorer l’affinité et la stabilité des inhibiteurs de furine, mais aussi de comprendre les 
éléments fondamentaux des interactions enzyme-inhibiteur essentielles au développement futur de 
nouveaux inhibiteurs.  
 
À l’exception des composés discutés dans cet ouvrage, il n’existe pas d’inhibiteurs cycliques de PCs 
dans la littérature scientifique. Nous avons ainsi été les pionniers dans l’application de ce type 
d’inhibiteurs et ils nous ont permis à ce jour d’améliorer l’affinité et la stabilité de plusieurs des 
composés synthétisés et testés sur la furine. Toutefois, le plus grand pas que ces composés nous ont 
permis de faire est la découverte de la chaine latérale de P3 comme point tournant dans le 
développement d’inhibiteurs. Pour l’instant, cette position ne nous a servi qu’à effectuer la 
macrocyclisation de certains de nos composés, mais il serait très probablement possible de l’utiliser de 
différente façon issue de l’imagination du chimiste médicinal. En plus d’être utile pour la synthèse de 
peptidomimétiques, la découverte de cette position clef révèle qu’il est important de consulter la nature 
lors de la conception de nouveaux composés. En consultant les structures rayons X des cristaux de 
structures biologiques et en gardant l’œil ouvert et attentif, il est possible de repérer plusieurs 
interactions intéressantes à exploiter au laboratoire ou encore d’émettre des hypothèses quant à l’utilité 
de divers groupements fonctionnels clefs d’une enzyme.  
 
De plus, nos recherches ont démontré le potentiel des inhibiteurs de type rétro-inverso. Ces inhibiteurs 
utilisent les mêmes propriétés chimiques que les inhibiteurs naturels, mais le simple fait d’inverser la 
séquence et la chiralité des carbones-α rends le peptidomimétique apparemment complètement stable 
face à la dégradation par les peptidases plasmatiques. Ces résultats ouvrent la porte de la conception 
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d’une multitude de composés utilisant cette stratégie. Il serait intéressant dans des projets futurs de 
tenter de combiner les résultats obtenus en synthétisant des composés cycliques rétro-inverso dont les 
propriétés biologiques seraient à découvrir.  
 
Finalement, les travaux effectués dans ce mémoire démontrent que l’approche multidisciplinaire est 
possible et donne des résultats encourageants tout en permettant au chimiste médicinal d’avoir une 
vision d’ensemble sur le projet. C’est en poursuivant la formation de collaborations entre des 
scientifiques de différents domaines qu’un jour pourront être éradiqués des pathologies dangereuses 
comme l’est l’influenza A H5N1. 
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Certaines réactions ont été effectuées sous atmosphère d'argon dans de la verrerie séchée à la flamme 
sous pression réduite. Les solvants anhydres et certains réactifs liquides ont été distillés avant leur 
utilisation, et ils sont rapportés dans le tableau G.1 suivant. 
 
Tableau G.1 : Agents desséchants utilisés pour la distillation de différents solvants et réactifs. 
 
Solvant / Réactif distillé Agent desséchant 
Acétonitrile Hydrure de calcium 
DMF Tamis moléculaire 
Dichlorométhane Hydrure de calcium 
N,N-Diisopropyléthylamine 
Tétrahydrofurane 
Hydroxyde de potassium 
Sodium, Benzophénone 
 
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de verre recouvertes de gel 
de silice (0.25 mm, Silicycle). Les produits en chromatographie sur couche mince ont été révélés à la 
lampe UV, puis par trempage dans une solution aqueuse de KMnO4 ou dans une solution de ninhydrine, 
suivi d'un chauffage. Les chromatographies éclair ont été effectuées avec du gel de silice (40-63 m, 
Silicycle). 
 




C) ont été enregistrés avec un appareil Bruker 
AC-300. L’étalon interne est le chloroforme (7,26 ppm) pour la résonance des protons et le chloroforme 
(77,0 ppm) pour la résonance des carbones.  Les spectres de masse de petites molécules organiques ont 
été enregistrés avec un spectromètre VG Micromass ZAB-2F ou un TripleTof 5600 (AB Sciex) et les 
spectres de masse haute résolution des inhibiteurs finaux ont été enregistrés avec un appareil ESI-Q-Tof 
(Maxis) en mode électronébulisation. Les spectres de masse basse résolution des inhibiteurs finaux ont 
été effectués avec un SELDI-TOF Mass Spectrometry (ProteinChip, Bio-Rad Laboratories). 
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Les peptidomimétiques analysés dans ce mémoire ont une pureté minimale ou supérieure à 92% 
analysée par HPLC analytique. Tous les couplages ont été effectués avec 3 équivalents d’acide aminé 
dont l’amine alpha est protégée par un Fmoc. Les arginines utilisées pour la synthèse peptidique ont 
leur chaine latérale protégée en Pbf. Les lysines sont protégées avec Boc et les thréonines sont 
protégées avec des tert-butyl. L’agent de couplage utilisé est le Pybop et 3 équivalents ont été utilisés et 
9 équivalents de Dipea ont été ajoutés. Le solvant est un mélange de DCM et de DMF (3:1). La résine 
utilisée est de la Tentagel S RAM chargée à 0.24 mmol/L. Le suivi des couplages on été fait avec des 
tests de kaiser ou en analysant une aliquote de résine dans une goutte de TFA que l’on laisser évaporer 
pour ensuite ajouter de la matrice de SELDI et analysé par spectrométrie de masse. Les déprotections 
des Fmoc on été faites avec de la piperidine/DMF (1 :1). Le clivage de la résine et la déprotection des 
chaines latérales a été faite avec une solution de TFA/H2O/TIPS (35 :1 :1), la résine filtrée sur ouate et 
le filtrat a été précipité dans de l’éther éthylique froid, centrifugé et lyophilisé. Les purifications on été 
faites sur HPLC semi-préparatif (Agiles Technologies, 1100 series HPLC équipée d'un « Diode Array 
Detector – DAD ») sur support phase inverse d'Agilent colonne C18 (15 µm, 100 Ǻ, 7.8 × 300 mm). 
 
Les fragments N-propargylglycine ont été fabriqués selon la procédure dans J. Org. Chem. 2009, 74, 
2964–297433 en ajoutant de l’acide 2-bromoacétique (10 éq), du DCC (5 éq) et du DMF à de la résine 
dont l’amine est déprotégée, agité pendant 15 minutes. Ensuite de la N-propargylamine a été ajouté et le 
milieu agité 12h. Par la suite le premier acide aminé (10 éq) a été ajouté avec du DCC (5 éq) dans du 
DMF pour ensuite continuer la synthèse sur support solide de façon classique. 
 
Les cyclisations on étés effectués avec un catalyseur d’iodure de cuivre (5mM) dans un mélange de 
MeCN et DMSO (4 :1) fraichement désoxygénés en faisant buller de l’argon pendant 15 min et auquel 
on a ajouté 2.5 μL de 2,6-lutidine par mL de solution, agité 12h.  
 
Les essais des inhibiteurs en cinétique enzymatique ont été réalisés dans 100 mM d’Hepes pH 7.5, 
1mM CaCl2, 1 mM β-mercaptoethanol et 1.8 mg/mL de BSA. Tous les essais ont été réalisés avec le 
substrat pyroGlu-Arg-Val-Lys-Arg-methyl-coumaryl-7-amide (Bachem, Ca) à 100 µM. Les analyses 
ont été effectuées à 37 ºC pendant 60 min, et la fluorescence en temps réel a été mesurée à l’aide d’un 
spectrophotomètre Gemini EM 96 puits (Molecular devices, Ca) (λEM, 370 nm; λEX, 460 nm; CutOff, 
435 nM). Les inhibiteurs ont été ajoutés en concentrations décroissantes pour effectuer un essai 
d’inhibition de type compétitive. Les données ont été analysées à l’aide du logiciel SoftMaxPro5 et les 
valeurs de Ki ont été calculées à partir de l’IC50 découlant des équations de Cheng et Prusoff avec un 
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Km de 4.61 µM pour la furine. Les essais ont été réalisés en duplicata et un minimum de deux fois pour 
chacun des inhibiteurs, les données présentées représentent la moyenne des résultats obtenus. 80% des 
essais ont été réalisées par Christine Lévesque et 20 % des essais ont été faits pas moi-même.  
Les valeurs de rotations spécifiques ont été effectuées avec une lampe au sodium à une longueur d’onde 
d’émission de 289,3 nM, à 20 ºC.  
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Modes opératoires 
 
Amide de Weinreb de Boc-Ornithine-(Cbz) (17) 
 
Le Boc-Ornithine-(Cbz)-OH (18.4 g, 51.0 mmol) a été dissous dans du DCM anhydre (250 mL) à 0 °C 
auquel on a ajouté du diméthylaminopyridine (622 mg, 5.10 mmol) et du chlorure de méthoxyméthyl 
ammonium (6.47 g, 66.3 mmol). De la N-méthyl morpholine (9.54 mL, 86.7 mmol) a ensuite été 
ajoutée ainsi que du 1-éthyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (14.7 g, 76.9 mmol) et le mélange 
a été réchauffé à température ambiante et agité pendant 14 h. Le mélange a ensuite été lavé deux fois 
avec une solution de HCl 1N, deux fois avec une solution de NaHCO3 saturée, une fois avec de l’eau et 
de la saumure, séché au sulfate de magnésium MgSO4 anhydre, filtré et concentré pour donner une 
huile transparente claire (22.8 g, 109%). RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.44-7.29 (m, 5H), 5.27 
(d, 1H, J = 8.8 Hz), 5.08 (s, 2H), 5.04-4.94 (m, 1H), 4.73-4.60 (m, 1H), 3.73 (s, 3H) 3.27-3.13 (m, 5H), 
1.82-1.49 (m, 4H), 1.43 (s, 9H). RMN 
13
C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 176.2, 156.8, 156.0, 137.1, 
128.9, 128.5, 80.1, 67.0, 62.1, 50.4, 41.1, 32.5, 30.7, 28.8, 26.2. IR (CHCl3)  (cm-1) 3328, 2979, 2938, 
2867, 2100, 1706, 1658, 1523, 1251, 1173 SMBR (m/z, intensité relative) 410 (MH
+
, 8), 310 (100). 




L’amide de weinreb 17 a été dissous dans 40 mL de THF sous agitation à 0 °C. On a ensuite ajouté du 
tétrahydruroaluminate de lithium (95%) (392 mg, 1.75 mmol) sur 1 min et ensuite agité à T.A. pendant 
1h à 0 °C. On a ensuite neutralisé l’excès d’hydrure avec 5 mL d’acétate d’éthyle suivi de 40 mL d’une 
solution de chlorure d’ammonium saturée. On a ensuite extrait avec quatre portions de 30 mL d’acétate 
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d’éthyle et combiné les fractions organiques. La phase organique a été lavée avec 2 portions de 40 mL 
d’une solution d’acide chlorhydrique 1N suivi de deux portions de 40 mL d’une solution de bicarbonate 
de sodium saturé, une portion de 40 mL d’eau distillée et finalement  une portion de 40 mL saumure. La 
phase organique a ensuite été séchée avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporé sous pression 
réduite pour obtenir une huile claire. On a utilisé l’aldéhyde ainsi formé directement pour la suite sans 
davantage de purifications. L’aldéhyde a été dissout dans 40 mL de méthanol auquel on a ensuite ajouté 
le réactif de Bestmann (377 mg, 1.96 mmol) et on a abaissé le mélange à 0 °C. On y a ensuite ajouté du 
carbonate de potassium (1.55 g, 11.2 mmol) et laissé réchauffer à T.A. sous agitation pendant 17h. On 
évapore le méthanol sous pression réduite et on triture dans un mélange d’acétate d’éthyle et d’hexane 
(1 :5) (200 mL) et on obtient un solide blanc (248 mg, 13%). RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 
7.40-7.32 (m, 5H), 5.20-5.05 (m, 2H), 4.9-4.75 (m, 2H), 4.42 (br. s, 1H), 3.35-3.15 (m, 2H), 2.28 (d, 
1H, J = 1.6 Hz), 1.77-1.57 (m, 4H), 1.45 (s, 9H). RMN 
13
C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 157.0, 155.3, 
137.1, 128.9, 128.5,  83.5,  80.5,  71.9,  67.1, 42.9,  40.9,  33.7,  28.8,  26.6. IR (CHCl3)  (cm-1) 3359, 
3318, 3257, 2979, 2954, 2880, 1692, 1679, 1519, 1265, 1153 SMBR (m/z, intensité relative) 347 (MH
+
, 
11), 291 (58), 247 (100). SMHR calculée pour C19H27N2O4: 347.1971, trouvée: 347.1979.  
[] =-0.073 (c = 5mg/mL) 
 
Acide (2S)-2-azoturopropanoic (19)  
 
Ce composé a été synthétisé en suivant la méthode publiée dans Chemistry – A European Journal, 
Volume 16, Issue 25, 7572-7578 Development of functional cis-Prolyl Bond Biomimetic and 
Mechanistic Implication of Nickel Superoxide Dismutase.
52 
De l’azoture de sodium (249 mg, 2.79 mmol) a été dissout dans 22 mL de dichlorométhane et 15 mL 
d’eau distillée ont été ajoutés au mélange à 0 °C. De l’anhydride triflique (930 uL, 5.55 mmol) a été 
agité sur 5 minutes et l’agitation poursuivie a 0 °C sur deux heures. Le mélange a ensuite été extrait 
avec trois portions de dichlorométhane (15 mL), les phases organiques on été combinées et lavées avec 
30 mL d’une solution de bicarbonate de sodium saturée. De la L-alanine a été dissoute dans 30 mL d’un 
mélange d’eau et de méthanol (1 :1) et ont été ajoutés du carbonate de potassium (579 g, 4.19 mmol) et 
du sulfate de cuivre pentahydraté (7 mg, 0.03mmol). Les deux mélanges ont été combinés et agités 
pendant 18 heures à T.A.. Le solvant organique a été évaporé sous pression réduite et 50 mL d’eau a été 
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ajouté à la phase aqueuse. La solution a été acidifiée à pH 6.0 avec une solution d’acide chlorhydrique 
concentrée et 50 mL de tampon phosphate (mélange mono et dibasique (2 :1)) ajusté à pH 6.2 ont été 
ajoutés. La solution a été extraite avec 4 portions de 30 mL d’acétate d’éthyle et ensuite le pH a été 
abaissé à un pH de 2.0 avec une solution d’acide chlorhydrique concentré. La solution a à nouveau été 
extraite avec 3 portions d’acétate d’éthyle et les fractions organiques ont été combinées, séchées avec 
du sulfate de magnésium anhydre et évaporé sous pression réduite. Une huile incolore (284 mg, 86%) a 
été obtenue. RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.04 (q, 1H, J = 7.1), 1.55 (d, 3H, J = 7.1). L’analyse 
par RMN 
1




L’alcyne (18) et l’azoture (19) ont été dissouts dans 70 mL d’acétonitrile distillé et on y a ajouté de la 
N,N-diisopropyléthylamine (95%) (2.26 mL, 12.9 mmol) et de la 2.6-lutidine (1.50 mL 12.9 mmol) et 
de l’argon a été bullé pendant 20 min. De l’iodure de cuivre (124 mg, 0.65 mmol) a ensuite été ajouté et 
le mélange a été agité 18h sous argon. Le solvant est évaporé sous pression réduite et ensuite dissout 
dans du dichlorométhane (50 mL). Le mélange est lavé avec trois portions de 30 mL d’acide 
chlorhydrique 1N suivi portion (30 mL) de saumure, séché avec du sulfate de magnésium anhydre et 
évaporé sous pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur 
colonne de gel de silice en éluant avec un mélange de chloroforme, de méthanol et d’acide acétique 
(18:1:1). Un solide blanc cassé (1.14g, 38%) a été obtenu. RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 12.44 
(br. s, 1H), 7.72-7.60 (m, 1H), 7.42-7.24 (m, 5H), 5.74 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 5.46-5.25 (m, 2H), 5.18-
4.99 (m, 2H), 4.92-4.72 (m, 1H), 3.15 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 1.96-1.69 (m, 4H), 1.63-1.34 (m, 12H). 
RMN 
13
C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 171.3, 156.5, 155.4, 148.1, 136.3, 128.2, 127.7, 121.0, 79.4, 
66.3, 58.3, 46.3, 40.2, 32.3, 28.0, 25.9, 17.7.  IR (CHCl3)  (cm-1) 3600-2700 (br), 3332, 2979, 1716, 
1645, 1156 SMBR (m/z, intensité relative) 462 (MH
+
, 19), 418 (100). SMHR calculée pour 
C22H32N5O6462.2352, trouvée: 462.2342. [] = -0.036 (c = 5mg/mL) 
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Boc-Orn-triazole-Ala-OH (21) 
 
Sous atmosphère d’argon dans un ballon séché à la flamme sous pression réduite a été ajouté du 
Palladium sur charbon activé 10% (14 mg, 0.013 mmol) lequel a été mouillé avec du méthanol anhydre 
(6 mL). L’acide (20) solubilisé dans du méthanol anhydre (6 mL) a été ajouté et de l’hydrogène a été 
bullé dans la solution pendant 15 minutes et laissé sous atmosphère d’hydrogène pendant 16 h sous 
agitation. Le précipité gris formé a été filtré sur Célite® et le filtrat évaporé sous pression réduite pour 
récolter un solide blanc, (275 mg, 65%) lequel a été utilisé pour la suite sans purification. 
RMN 
1
H (300 MHz, D2O)  (ppm) 7.88 (s, 1H), 5.19 (q, 1H, J = 7.1 Hz), 4.80-4.68 (m, 1H), 2.96 (t, 
2H, J = 7.4 Hz), 1.99-1.80 (m, 2H), 1.78-1.56 (m, 5H), 1.33 (s, 9H). RMN 
13
C (75.5 MHz, MeOD)  




Dans un ballon séché à la flamme sous pression réduite et sous atmosphère d’argon, (21) (2.03g, 6.2 
mmol) et du di-boc-guanidyl triflate (2.67g, 6.82 mmol) ont été suspendu dans du dichlorométhane 
anhydre (75 mL) et de la triéthylamine (1.59 mL, 11.4 mmol) a été ajoutée. La solution a été agitée 
pendant 18h à T.A. pour ensuite être lavée avec 2 portions de HCl 1N (40 mL), séché avec du sulfate de 
magnésium anhydre et évaporé sous pression réduite. Le produit brut obtenu a été purifié par 
chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant avec un mélange de chloroforme, de 
méthanol et d’acide acétique (17 :2 :1). Un solide blanc cassé (159 mg, 78%) a été obtenu. 
RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.62-8.37 (m, 1H), 7.73 (br s, 1H), 5.62 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 5.41 
(q, 1H, J = 7.1 Hz), 4.87 (q, 1H, J = 4.87 Hz), 3.45-3.20 (m, 2H), 2.08-1.80 (m, 4H), 1.75-1.38 (m, 
30H). RMN 
13
C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 173.0, 163.1, 156.5, 156.0, 154.89, 153.5, 148.6, 121.4, 
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83.8, 80.2, 59.6, 47.3, 41.1, 33.0, 28.8, 28.6, 28.5, 26.1, 18.7. [] = 0.019 IR (CHCl3)  (cm-1) 
3600-2700 (br), 3332, 2979, 2938, 1716, 1648, 1618, 1370, 1163, 1136 SMHR calculée pour 
C25H43N7O8 : 569.3168, trouvée H
+




Ce composé a été publié dans Angewandte Chemie, 2009, 121,5044-5048, Iterative In Situ Click 
Chemistry Create Antibody-like Protein-capture Agents,  avec une approche synthétique différente.
53 
De l’azoture de sodium (5.53 g, 85.0 mmol) a été dissout dans un mélange biphasique d’eau (40 mL) et 
de dichlorométhane (60 mL) à 0°C sous agitation. De l’anhydride triflique a été ajouté sur 5 minutes et 
l’agitation poursuivie 2 heures. La phase organique a été séparée et la phase aqueuse extraite avec trois 
portions subséquentes de 20 mL de dichlorométhane. Les phases organiques ont ensuite été combinées 
et lavées avec une solution saturée de bicarbonate de sodium. Le réactif formé a été utilisé tel quel pour 
la suite. De la Fmoc-Lys-(Cbz)-OH (4.00 g, 8.50 mmol) a été agité 2 heures dans un mélange de 
dichlorométhane (40 mL) et de TFA (10 mL). Du toluène a été ajouté au mélange et a ensuite été 
évaporé à sec. L’huile jaune obtenue a ensuite été dissoute dans un mélange d’eau (40 mL), de 
méthanol (40 mL) et de dichlorométhane (60 mL) auquel a été ajouté du carbonate de potassium (2.35 
g, 17.0 mmol). Du sulfate de cuivre pentahydraté (21 mg, 0.0850 mmol) et l’azoture triflique 
préalablement formé et le mélange a été agité à T.A. 20 heures. Le milieu a été acidifié à pH 2 avec HCl 
1N et le milieu a été extrait avec 5 portions consécutives de dichlorométhane (30 mL), les fractions 
organiques combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporé sous pression réduite. 
Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant 
avec un mélange de chloroforme et de méthanol (90 :10). Une huile jaune (732 mg, 33%) a été obtenue. 
RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.77 (d, 2H, J = 7.44 Hz), 7.59 (d, 2H, J = 7.77 Hz), 7.40 (t, 2H, 
J = 7.38 Hz), 7.31 (t, 2H, J = 7.42 Hz), 5.30 (d, 1H, J = 8.01 Hz), 4.42 (d, 2H, J = 3.96 Hz), 4.22 (t, 1H, 
J = 6.71 Hz), 3.28 (t, 2H, J = 6.57 Hz), 2.03-1.88 (m, 1H), 1.84-1.70 (m, 1H), 1.84-1.58 (m, 2H), 1.58-
  90 
1.40 (m, 2H). IR (CHCl3)  (cm-1) 3342, 3040, 2952, 2870, 2096, 1692, 1533, 1259 SELDI-TOF 





 : 412.1979. Les données de RMN 
1
H 300 MHz obtenues correspondent à ceux publiés dans la 
littérature.  
 
Acide 4-Azoturobutanoique (24) 
 
Ce composé a été synthétisé semblablement à ce qui est décrit dans cette publication Organic letters, 
2007, vol.9, #19, 3797-3800, An Efficient, Inexpensive, and Shelf-Stable Diazotransfert Reagent : 
Imidazole-1-sulfonyl Azide Hydrochloride,  à l’exception que  de l’azoture triflique a été utilisé plutôt 
que de l’azoture d’imidazole-1-sulfonique.54 
De l’azoture de sodium (5.53 g, 85.0 mmol) a été dissout dans un mélange biphasique d’eau (40 mL) et 
de dichlorométhane (60 mL) à 0°C sous agitation. De l’anhydride triflique a été ajouté sur 5 minutes et 
l’agitation poursuivie 2h. Les phases organiques ont ensuite été combinées et lavées avec une solution 
saturée de bicarbonate de sodium. Le réactif formé a été utilisé tel quel pour la suite. De l’acide gamma-
aminobutyrique (1.00 g, 9.70 mmol) a été ajouté à un mélange biphasique d’eau (40 mL), de méthanol 
(40 mL) et de dichlorométhane (60 mL) auquel a été ajouté du carbonate de potassium (2.01 g, 14.6 
mmol). Du sulfate de cuivre pentahydraté (24 mg, 0.097 mmol) et l’azoture triflique préalablement 
formé et le mélange a été agité à T.A. 20 heures. Le milieu a été basifié avec une solution de NaHCO3 
sat. (40 mL) et lavé avec 3 portions de DCM (25 mL). La phase aqueuse a ensuite été acidifiée à pH 
d’environ 3 avec  une solution de HCl 1N (100 mL) et extraite avec 3 portions de DCM (40 mL). Les 
fractions organiques ont été combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre et évaporé sous 
pression réduite sans purification additionnelle. Une huile jaune (874 mg, 70%) a été obtenue. RMN 
1
H 
(300 MHz, CDCl3)  (ppm) 3.40 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 2.50 (t, 2H, J = 7.4 Hz), 1.93 (q, 2H, J = 7.0 Hz). 





 : 147.0877 Les données de RMN 
1
H 300 MHz obtenues 










Ce composé a été publié dans Journal of medicinal chemistry, Structural Requirements for a Lipoamino 
Acid in Modulating the Anticonvulsant Activities of Systemically Active Galanin Analogue.
55 
À un mélange (2 :1) de dichloromethane et d’acide trifluoroacétique a été ajouté du Fmoc-Lys-(Boc)-
OH (1.00 g, 2.13 mmol) et agité à température ambiante pendant 90 min. Du toluène (3 x 30 mL) a été 
ajouté et évaporé pour azéotroper l’acide trifluoroacétique et du dichlorométhane (30 mL) et de la 
diisopropyléthylamine (740 µL, 4.26 mmol) a été ajouté. Un mélange de dichlorométhane (10 mL), 
d’acide octanoïque (613 mg, 4.26 mmol) et de diisopropylcarbodiimide (336 µL, 2.13 mmol) a été agité 
pendant ce temps à température ambiante pendant 45 min. Le précipité d’urée formé a été filtré sur 
ouate pour ensuite être additionné au premier mélange par addition lente sur 10 h. Le mélange a ensuite 
été lavé avec une solution de HCl 1N (2 x 30 mL), le solvant évaporé. Le produit a été solubilisé dans 
un minimum d’acétate d’éthyle et précipité avec de l’hexane pour obtenir un solide blanc. Cette 
précipitation a été répétée une seconde fois pour obtenir le solide blanc pur (820 mg, 78%). RMN 
1
H 
(300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.74 (d, 2H, J=7.6 Hz), 7.65-7.55 (m, 2H), 7.43-7.33 (m, 2H), 7.32-7.22 
(m, 2H), 6.75 (brs, 1H), 5.00-4.90 (m, 2H), 4.90-4.83 (m, 1H), 4.53-4.28 (m, 2H), 4.28-4.10 (m, 1H), 
3.38-3.10 (m, 2H), 2.20-2.10 (m, 2H), 2.00-1.85 (m, 1H), 1.85-1.70 (m, 1H), 1.70-1.18 (m, 14H), 0.93-
0.80 (m, 3H). RMN 
13
C (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 174.4, 152.5, 144.0, 141.4, 127.9, 125.4, 120.1, 
67.2, 60.5, 54.2, 47.3, 39.4, 36.8, 31.9, 29.5, 29.3, 26.1, 22.8, 14.3. IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2500 
(br), 3318, 3067, 2938, 2863, 1696, 1546, 1448, 1282, 1088. SMHR calculée pour 
C29H38N2O5 : 494.2775, trouvée H
+
 : 495.2853 Les données de caractérisation obtenues correspondent 
à celles publiées dans la revue Journal of medicinal chemistry. 
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N,N′-diBoc-N′′-trifluoromethanesulfonylguanidine (26) 
 
Ce composé a été synthétisé selon la procédure dans J. Org. Chem. 1998, 63, 3804-3805 - Diprotected 
Triflylguanidines: A New Class of Guanidinylation Reagents.
56
 
De la N,N’-diBoc-Guanidine (6.23g, 24.0 mmol) a été mélangée à une solution composée de 
dichlorométhane anhydre (120 mL) et  de triéthylamine (3.51 mL, 25.2 mmol) sous atmosphère d’argon 
à -78ºC sous agitation. De  l’anhydride trifluoromethanesulfonique a été ajouté sur 60 min et le milieu a 
été laissé réchauffer à température ambiante en poursuivant l’agitation pendant 18h.Le mélange devient 
jaunâtre et un léger précipité se forme. Le mélange a été lavé avec une solution de bicarbonate de 
sodium 2M (2 x 60 mL), lavé avec de l’eau distillée (2 x 60 mL), séché, filtré et le solvant évaporé pour 
donner un solide orangé. Le produit brut obtenu a été purifié par chromatographie éclair sur colonne de 
gel de silice en éluant dans 100% de chloroforme. Un solide blanc cassé (6.76g, 72%) a été obtenu. 
RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 10.1 (br. S, 2H)  1.55 (s, 18H). RMN 
13
C (75.5 MHz, CDCl3)  
(ppm) 151.4, 125.5, 121.2, 117.2, 112.9, 84.1, 27.7. IR (CHCl3)  (cm-1) 3500-2700 (br), 3304, 3141, 
2982, 2656, 1791, 1733, 1580, 1343, 1204 SMHR calculée pour C12H20F3N3O6S: 391.1019, trouvée 
MH
+




Ce compose a été synthétisé en suivant la methode publiée dans Tetrahedron letters, 2006, vil 47, # 11, 
1729-1731 - Regioselective synthesis of 4-(2-alkyl-5-methyl-2H-pyrazol-3-yl)-piperidines.
57 
À un mélange d’azide de sodium (3.59g, 55.3 mmol) dans de l’eau distillée (30 mL) est ajoutée une 
suspension de Chlorure de tosyle (8.79g, 46.1 mmol) dans de l’isopropanol (30 mL) et laissé sous 
agitation à température ambiante pendant 1h. De l’eau distillée (180 mL) a été ajoutée et l’agitation a 
été poursuivie encore 1h. Le mélange a été extrait avec du dichlorométhane (3 x 100 mL), les phases 
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organiques combinées, séchées avec du sulfate de magnésium anhydre, filtré et le solvant a ensuite été 
évaporé. De l’hydrure de sodium 60% dans l’huile (1.84 g, 4.61 mmol) a été dissout dans du benzene 
(180 mL) dans un ballon séché à la flamme et sous argon. Du tetrahydrofurane (30 mL) a été ajouté et 
le milieu agité à 0ºC. Du dimethyl-2-oxophosphonate 97% (6 mL, 43.9 mmol) dissout dans du benzene 
(180 mL) a été ajouté et laissé sous agitation pendant 1h. On observe la formation d’un précipité dans la 
solution et on ajoute ensuite la première solution d’azoture tosylique et on laisse réchauffer sous 
agitation sur 18h. On filtre le milieu sur célite et on évapore le solvant. Le produit brut obtenu a été 
purifié par chromatographie éclair sur colonne de gel de silice en éluant d’abord avec un mélange 
d’acétate d’éthyle et d’hexane (2 :1) en augmentant graduellement la quantité d’acétate d’éthyle pour 
terminer à 100%. Un liquide jaune vif a été obtenu (7.12 g, 84%). RMN 
1
H (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 
4.87 (s, 3H) 4.81 (s, 3H) 2.25 (s, 3H). IR (CHCl3)  (cm-1) 37003700-3100 (br), 3019, 2958, 2850, 
2106, 1662, 1455, 1299, 1248, 1027 SMHR calculée pour C5H9N2O4P 192.0295 trouvée H
+
 : 193.0380 
Les données de caractérisation obtenues correspondent à celles publiées dans la revue Tetrahedron 
Letters.  
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 333.7172, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 333.7178 







IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-3000 (br), 2123, 1685, 1540, 1200, 1139  
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 333.7172, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 333.7195 







IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2500 (br), 1665, 1540, 1438, 1207, 1135  
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SELDI-TOF : masse calculée: 2663 trouvée: M+H
+
: 2664 
IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2500 (br), 1665, 1540, 1438, 1206, 1138 
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 340.9710, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 340.9717 







IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2600 (br), 2103, 1652, 1546, 1207, 1098  
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 340.9710, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 340.9722 
SELDI-TOF : masse calculée: 1360 trouvée: M+H
+
: 1361 
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SMHR : masse calculée: ((M+7H)
7+
/7) 389.6804, masse trouvée: ((M+7H)
7+
/7) 389.6812 
SELDI-TOF : masse calculée: 2721 trouvée: M+H
+
: 2722 
IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2600 (br), 1672, 1546, 1207, 1129 
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 344.7237, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 344.7249 
SELDI-TOF : masse calculée: 1375 trouvée: M+H
+
: 1376 
IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2750 (br), 2100, 1669, 1540, 1200, 1136 
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 344.7237, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 344.7243 
SELDI-TOF : masse calculée: 1375 trouvée: M+H
+
: 1376 
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SELDI-TOF : masse calculée: 2751 trouvée : M+H
+
 2752 
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SELDI-TOF-MS : Masse calculée : 1332 Masse trouvée  M+H
+
: 1333 
IR (CHCl3)  (cm-1) 3650-2600 (br), 1662, 1533, 1201, 1142 
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 365.4956, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 365.4972 
SELDI-TOF-MS : Masse calculée : 1458  Masse trouvée : M+H
+
 1459 
IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2600 (br), 1671, 1531, 1207, 1139 
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 333.9695, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 333.9716 
SELDI-TOF-MS : Masse calculée : 1332 Masse trouvée : M+H
+
: 1333  
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 365.4956, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 365.4977 
SELDI-TOF-MS : Masse calculée : 1458  Masse trouvée : M+H
+
 1459 

















SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 313.4618, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 313.4634 
MALDI-TOF : masse calculée: 1250 trouvée: M+H
+
 1251 
IR (CHCl3)  (cm-1) 3700-2700 (br), 3332, 2979, 2938, 1716, 1618, 1370, 1136, 1051 
  








SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 292.6997, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 292.7016 
SELDI-TOF : masse calculée: 1167 trouvée: M+H
+
 1168 
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SMHR : masse calculée: ((M+4H)
4+
/4) 292.6997, masse trouvée: ((M+4H)
4+
/4) 292.7016 
SELDI-TOF : masse calculée: 1167 trouvée: M+H
+
: 1168 
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ANNEXE 1 : SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE NUCLÉAIRE DES PROTONS 
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Fmoc-Lys-(octylamide)-OH (25)  
 
  

















ANNEXE 2 : SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE NUCLÉAIRE DES CARBONES 
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Di-Boc-Guanidyltriflate (26) 
 
 
